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RÉSUMÉ
Les patients atteints de carcinomes du rein (RCC) ont accès à un nombre limité de
traitements, d’où l’importance de développer de nouveaux traitements comme par exemple
l’immunothérapie. Cependant, très peu d’antigènes tumoraux (AT), les cibles de
l’immunothérapie, ont été identifiés à ce jour pour ce type de cancer. Les RCC à cellules
claires von Hippel-Lindau (VHL’RCC) sont caractérisés par des mutations du gène VI-IL,
un gène suppresseur de tumeur, qui entraîne la surexpression du facteur de croissance
transformant-a. (TGF-a., de «transforming growth factor-a»). Ainsi, notre hypothèse est
que le TGF-a. pourrait être un AT potentiel pour l’immunothérapie du cancer du rein.
Nous avons confirmé l’absence ou la faible expression du TGF-a. dans des tisscis
normaux importants, ainsi que sa surexpression dans 61% des tumeurs rénales par rapport
aux tissus sains du rein autologue. De plus, nous avons démontré l’immunogénicité du
TGF-a., c’est-à-dire que nous avons établi plusieurs lignées de lymphocytes T spécifiques
pour certains peptides du TGF-a. présentés à la surface des cellules présentatrices
d’antigènes par l’intermédiaire des molécules du CMH.
Nous avons également étudié la diversité des cellules immunitaires qui infiltrent les
RCC (TIIC) et nous avons observé la présence de lymphocytes T CD4 et CD$ avec tin
phénotype mémoire et activé, ainsi que la présence de lymphocytes T CO4CD8, de
lymphocytes B et de deux populations de cellules NK.
En conclusion, nous avons démontré que le TGf-a. est un AT valide et que ces
travaux permettront de développer une immunothérapie ciblée. De plus, nous avons
identifié plusieurs populations diversifiées de cellules immunitaires ayant infiltrées les
RCC.
MOTS CLÉS
Carcinomes du rein (RCC)
«Transforming growth factor» (TGF)-u
Immunothérapie tumorale
Antigène tumoral
Cellules immunitaires infiltrant les tumeurs (TIIC)
Lymphocytes T
11
‘I’
SUMMARY
Patients suffering from renal celi carcinorna (RCC) have few treatments avai]ab!e,
showing the importance ofdeveloping new treatrnents, like immunotherapy. However, few
turnor antigens (TA), the targets of immunotherapy, have been identified for this type of
cancer. von Hippel-Lindau clear ce!! RCC (VHLRCC) are characterized by mutations in
the VHL gene, a turnor suppressor gene. The loss of function of VHL causes the
overexpression of transforming growth factor (TGF)-Œ. Thus, our hypothesis is that TGF
Œ could be a potential TA for imrnunotherapy ofkidney cancer.
We flrst confirmed the absence or the weak expression of TGF-Œ in important
normal tissues, as well as its overexpression in 61% of renal turnors in comparison with
autoÏogous normal kidney tissues. In addition, we dernonstrated the immunogenicity of
TGf-Œ, which means that we have established many T ceil unes specific for certain TGF-Œ
peptides that are presented by MHC moÏecuÏes on the surface ofantigen presenting ceïts.
We also studied the diversity of immune celis infiltrating RCC (TIIC) and we have
observed the presence of CD4 and CD$ T lymphocytes who have memory and activated
phenotypes, as well as CD4CD8 T lymphocytes, B lymphocytes and two populations of
NK ceils.
In conclusion, we have dernonstrated that TGf-Œ is a valide TA and that this work
will allow the development of a targeted immunotherapy. Also, we have identified
different populations of immune ceils that have infiltrated RCC.
KEY WORDS
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Transforming growth factor (TGf)-Œ
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTiON
1.1 Le cancer du rein
Selon les statistiques canadiennes sur le cancer1, 4600 nottveaux cas de cancers du
rein et 1550 décès sont estimés au Canada pour 2006. Les carcinomes du rein (RCC, de
renaÏ ceÏÏ carcinoma) sont responsables d’environ 90-95% des tumeurs malignes du rein2
avec un ratio de presque 2 hommes pour 1 femme. Au moment du diagnostic, 25-30% des
patients présentent déjà des métastases et 95% d’entre eux sont atteints de métastases
multiples. Les patients se présentant avec une tumeur localisée au rein sont traités par
chirurgie, mais 20-30% d’entre eux développeront des métastases suite à cette chirurgie3.
La survie à 5 ans des patients atteints du cancer du rein est de 60%, alors qu’elle chute à
10% pour les patients atteints de métastases3. Les tumeurs primaires comme les métastases
sont chimio-4 et radio-résistantes. Les RCC et les mélanomes ont fait l’objet de ta majorité
des recherches en immunothérapie, mais les réponses obtenues n’ont été qcte partielles. En
effet, les RCC métastatiques sont traités par l’administration de deux molécules, soit
l’interleukine-2 (IL-2) et l’interféron-a. (IFN-a.), qui agissent sur le système immunitaire.
Cependant, seulement 10-20% des patients ont une réponse clinique objective et ces
traitements entraînent de nombreux effets secondaires. Finalement, les patients atteints de
RCC sont limités quant au nombre de traitements disponibles, d’où l’importance de
développer de nouvelles stratégies en immunothérapie qui consiste à stimuler le système
immunitaire à reconnaftre et tuer les cellules tumorales.
1.2 Pourquoi l’immunothérapie du cancer du rein?
Il y a deux observations décrites dans la littérature qui démontrent que le système
immunitaire est impliqué dans la régression, plus particulièrement, des RCC.
Premièrement, plusieurs études cliniques randomisées ont rapporté des régressions
spontanées de RCC métastatiques chez 1-6% des patients du groupe placebo5. Ce
phénomène est plus fréquent dans les RCC que dans toutes autres tumeurs solides même si
la majorité des cas rechutent6. Ceci laisse croire que le système immunitaire est capable en
partie, de contrôler l’évolution de ces tumeurs.
Deuxièmement, deux études cliniques ont démontré que la néphrectomie totale,
donc l’ablation du rein tumoral, suivie d’une immunothérapie par IFN-u chez les patients
atteints de RCC métastatiques, pouvait augmenter la durée de survie7’8. Le mécanisme
responsable n’est pas connu, mais beaucoup de gens ont posé l’hypothèse que la tumeur
primaire pourrait avoir des effets immunosuppresseurs et ainsi supprimer une réponse
immunitaire anti-tumorale.
1.3 La réponse immunitaire
Le système immunitaire est un système de défense qui protège contre les micro
organismes et potentiellement le cancer. L’immunité est à la fois non-spécifique et
spécifique. La composante non-spécifique appelée immunité innée est un ensemble de
mécanismes qui ne sont pas spécifiques d’un pathogène particulier. La composante
spécifique est appelée immunité acquise et elle est capable de reconnaître et d’éliminer
sélectivement des antigènes étrangers.
Il existe deux types de réponse immunitaire acquise, soit la réponse immunitaire
humorale et la réponse à médiation cellulaire. La première est caractérisée par
l’élimination d’antigènes par des anticorps sécrétés par des lymphocytes B. Pour sa part, la
réponse à médiation cellulaire repose sur la production de cellules spécialisées qui tuent la
cellule présentant l’antigène étranger. Les cellules essentielles à la réponse à médiation
cellulaire sont les lymphocytes T et les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) que sont
les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B.
1.3.1 La présentation antigénique
D’un point de vue fonctionnel, il y a deux sous-populations bien définies de
lymphocytes T. Les lymphocytes T auxiliaires (T1, de heÏper) expriment généralement la
molécule de surface CD4, alors que les lymphocytes T cytotoxiques (Tc, de cytotoxic) se
distinguent habituellement par la présence de la molécule CD$. Le récepteur des
lymphocytes T (TCR, de T ceÏl receptor) qui est la molécule de liaison à l’antigène
nspécifique, ne peut reconnaître un antigène que lorsque ce dernier est lié aux protéines du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) à la surface cellulaire.
Les gènes du CMH codent pour des molécules qui appartiennent au système HLA
(Hurnan Leztkocyte Antigen). Il existe trois classes de gènes qui s’assemblent pour former
des molécules différentes, soit le CMH de classe 1, 11 et III (figure 1). Chez l’humain, on
retrouve trois loci (HLA-A, B et C) parmi les gènes des CMH de classe I et trois loci
(HLA-DR, DP, DQ) parmi les gènes des CMH de classe II. La plupart de ces gènes sont
très polymorphiques et chaque allèle est exprimé en co-dorninance. Il en résulte une grande
diversité au sein d’une même espèce. Les gènes des CMH de classe III codent diverses
protéines qui ont des fonctions immunitaires, parmi lesquelles figurent des facteurs du
système du complément et des molécules impliquées dans l’inflammation.
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Figure] Les complexes majeurs d ‘histocompatibilité.
Il existe trois loci parmi les gènes des CMH de classe I (HLA-A, B, C) et trois loci parmi
les gènes des CMH de classe II. Diverses protéines sont codées par les gènes des CMH de
classe III, telles que C2, C4 et Bf qui sont des facteurs du système du complément.
5Les molécules de classe I du CMK sont constituées d’une chaîne lourde (u)
associée à une petite protéine appelée la f32-rnicroglobuline (figure 2). La partie
extracellulaire de la chaîne lourde est organisée en trois domaines globulaires, soit ai, u2
et u3. Les domaines ai et u2 sont des régions variables et forment la cavité de liaison au
peptide, alors que le domaine u3 semble hautement conservé.
Les molécules de classe I sont exprimées à la surface de pratiquement toutes les
cellules nucléées, donc les CMH des cellules saines de l’organisme lient des peptides
dérivés de protéines intracellulaires du soi. Par contre, les cellules du soi altérées, comme
une cellule infectée par un virus ou une cellule tumorale, présenteront par l’intermédiaire
d’une molécule de classe I du CMH, des peptides viraux ou tumoraux. Ces peptides sont
donc des antigènes endogènes, puisqu’ils sont produits à l’intérieur de la cellule hôte. Les
protéines intracellulaires marquées pour la protéotyse sont liées à une protéine nommée
ubiquitine et sont dégradées en petits peptides par un complexe cytosolique de protéases
appelé protéasome (figure 3a). Les peptides sont alors transïoqués par un transporteur
appelé TAP à partir du cytosol jusqu’au réticulum endoplasmique rugueux, où les peptides
de 8 à 10 acides aminés qui ont une grande affinité se lieront aux molécules de classe I dci
CMH. Le polymorphisme des gènes codant pour les molécules de classe I du CMH
entraîne différentes affinités pour différents peptides. Lorsque le peptide est finalement lié
au CMH, ce complexe se dirige vers le Golgi pour être exprimé à la surface de la cellule.
Les lymphocytes T CD8 sont en mesure de reconnaître et d’entrer en interaction avec les
peptides présentés par les molécules de classe I du CMH°.
Pour leur part, les molécules de classe II du CMH sont des hétérodimères constitués
d’une chaîne u et d’une chaîne F3 (figure 2). Les molécules de classe II sont exprimées de
façon constitutive par les CPA, mais elles peuvent également être exprimées par les
lymphocytes T activés et être induites par l’IFN-y chez d’autres types de cellules.
Contrairement aux molécules de classe I du CMH, elles lient des antigènes exogènes donc
qui sont produits à l’extérieur de la cellule hôte (venant du soi ou dci non soi). Ces
antigènes sont internalisés dans les cellules hôtes, soit par endocytose médiée par un
récepteur (c’est le cas des lymphocytes B) ou par phagocytose (c’est le cas des
macrophages et des cellules dendritiques). Une fois intemalisé dans les CPA, les antigènes
6sont dégradés en peptides dans la voie d’apprêternent endocytaire (figure 3h). Trois
compartiments semblent être impliqués dans cette voie, chacun d’eux contenant un pH de
plus en plus bas et des protéases, dont les cathepsines, qui dégraderont les antigènes en
peptides d’environ 13 à 1$ résidus. Les molécules de classe II du CMH sont synthétisées
dans le réticului-n endoplasmique rugueux et sont associées à une chaîne invariante qui
empêche les protéines endogènes de se lier à la cavité de liaison des molécules de classe II.
Ce complexe se dirige ensuite vers le Golgi et la voie d’apprêternent endocytaire.
L’activité protéolytique des endosornes dégrade la chaîne invariante, mais un court
fragment de cette chaîne, appelé CLIP, reste lié à la molécule de classe II du CMH. Le
CLIP empêche toute liaison prématurée du peptide antigénique. Finalement, une molécule
de classe II du CMH non-classique, appelée HLA-DM, catalyse l’échange du CLIP et des
peptides antigéniques. Les complexes peptides-molécules de classe 11 du CMH seront
ensuite transportés vers la membrane plasmique de la cellule pour être présentés aux
lymphocytes T CD4 ‘°.
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Tiré de Benjamini et aï. Immunology: a short course9.
Figure 2: La structure des molécules de classe Jet de classe II du Cliii
Les molécules de classe I du CMH sont composées d’une chaîne Œ et de la f32-
microglobuline, et ce sont les domaines cd et Œ2 qui forment la zone de liaison au peptide.
Les molécules de classe II du CMH sont composées d’une chaîne Œ et d’une chaîne f3, et ce
sont les domaines cd et f31 qui forment la zone de liaison au peptide.
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Figure 3. Présentation de peptides par les molécules de classe I et de classe II du CMH
a) Les protéines endogènes sont dégradées en peptides qui sont à leur tour transportés dans
le réticulum endoplasmique pour se lier aux molécules de classe I du CMH. Ce complexe
est transporté à la surface de la cellule pour être présenté aux lymphocytes Tc.
b) Les protéines exogènes sont captées par les CPA, puis dégradées en peptides qui
peuvent se lier aux molécules de classe II du CMH dans les endosomes pour ainsi être
présentés aux lymphocytes ‘H à la membrane plasmique.
Tiré de Rosenberg et al. The Cancer Journal from Scientific American”
91.3.2 L’activation des lymphocytes T
Les précurseurs lymphoïdes communs sont formés par un processus nommé
hématopoïèse au niveau de la moelle osseuse. Certains de ces précurseurs quittent la
moelle osseuse pour gagner le thymus où ils deviennent des lymphocytes T matures.
Lorsqu’un lymphocyte T devient mature, il est appelé naïf s’il n’a pas encore rencontré
l’antigène pour lequel son TCR est spécifique. Ces lymphocytes résident dans les tissus
lymphoïdes secondaires, comme par exemple les ganglions lymphatiques. Si tin
lymphocyte T naïf ne reconnaît pas d’antigènes spécifiques, il sort du tissu lymphoïde et
rejoint le sang. Ces lymphocytes continuent à re-circuler entre les systèmes lymphatique et
sanguin. Finalement, lorsqu’une cellule T CD4 naïve reconnaît un antigène lié à une
molécule de classe II du CMH à la surface d’une CPA, elle devient activée. L’interaction
du complexe TCR-CD3 et d’un peptide antigénique envoie un signal initial au lymphocyte
TH. Par contre, l’activation complète nécessite un signal ultérieur produit par l’interaction
du CD28 du lymphocyte T et du CD8O et CD86 de la CPA. Les lymphocytes T CD4
activés initient une réponse immunitaire primaire. Après l’activation, il y a transcription de
gènes qui contribuent au maintient du signal de co-stimulation, comme le CD4OL (CD 154),
mais également des gènes de l’IL-2 et de la chaîne ci. du récepteur de haute affinité de l’IL
2 (CD25). L’effet de l’IL-2 induit la cellule à proliférer afin de donner un clone de celittles
de la même spécificité antigénique que la cellule parentale d’origine. Ces cellctles se
différencient ensuite en cellules effectrices ou en cellules T1 à mémoire. Il existe deux
sous-populations de cellules T CD4 effectrices. La première est appelée sous-population
Il et elle sécrète, entre autres, de l’IL-2, de IFN-y et du facteur de stimulation de colonies
spécifique de la lignée granulocyte-macrophage (GM-CSF). Le rôle principal des cellules
T1 est d’activer les macrophages’2. La deuxième sous-population est appelée sous
population T,2 et elle sécrète des cytokines en mesure d’activer les lymphocytes B qui sont
les cellules effectrices de l’immunité humorale. En ce qui concerne les cellules T, à
mémoire, elles sont activées par l’antigène, semblent avoir une longue durée de vie et sont
responsables d’une réponse secondaire lors d’une rencontre ultérieure avec le même
antigène. Cette réponse secondaire est plus rapide et plus forte’°.
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Lors d’une réponse immunitaire à médiation cellulaire, les lymphocytes Tc sont
activés de la même façon que les lymphocytes T1, c’est-à-dire lorsqu’ils reconnaissent un
antigène lié à une molécule de classe I du CMH à la surface d’une cellule du soi altérée.
Cependant, les cytokines sécrétées par les lymphocytes T activés sont nécessaires pour la
prolifération et la différenciation des cellules T en lymphocytes T cytotoxiques (CTL, de
cytotoxic T lymphocyte) et en lymphocytes T à mémoire. Les CTL sont capables de
provoquer des lésions à la membrane des cellules du soi altérées10.
1.3.3 La réponse effectrice à médiation cellulaire
Tels que décrits dans les paragraphes précédents, les lymphocytes TH et les CTL
sont impliqués dans la réponse effectrice à médiation cellulaire. Cependant, d’autres
cellules du système immunitaire jouent également un rôle dans cette réponse. Ce sont des
cellules non spécifiques à un antigène particulier, comme par exemple les cellules NK (de
natural kilter) et d’autres cellules non lymphoïdes. Il existe deux populations distinctes de
cellules NK, soit celles qui expriment à leur surface les marqueurs CD56(11 (faible
expression)CDI 6 et celles qui expriment CD56btt (forte expression)CDJ 6. Les cellules
CD56mCD16± représentent 90% des cellules NK et elles sont capables de tuer des cellules
infectées par un virus et des cellules tumorales qui ont une expression diminuée des CMH
de classe I, en provoquant des lésions à la membrane cellulaire. Les cellules
CD56bt11tCD16 représentent seulement 10% des cellules NK et elles sécrètent de
nombreuses cytokines telles que l’IFN-y et le TNF-Œ (de tumor necrosis fictor)’°. Les
fonctions effectrices des cellules NK sont gérées par de nombreux récepteurs activateurs,
tels que le NKG2D, et récepteurs inhibiteurs, tels que les « kiÏler irnmunoglobuÏin-Ïike
receptor» (KIR)13. Sur une même cellule, plusieurs de ces récepteurs peuvent se lier à leur
ligand en même temps, mais c’est la somme des signaux positifs et négatifs qui
détermineront si la cellule NK effectuera ses fonctions effectrices ou non.
1.3.4 La tolérance centrale et périphérique
Deux mécanismes sont responsables de l’élimination des pathogènes par le système
immunitaire sans causer de dommages aux tissus normaux de l’organisme. Le premier se
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nomme tolérance centrale et a lieu au niveau du thymus. La tolérance centrale sel-t l
sélectionner les lymphocytes T capables de se lier aux molécules du CMH et à éliminer
ceux qui reconnaissent des antigènes du soi. L’élimination des lymphocytes T auto-réactifs
explique en partie la tolétance aux auto-antigènes.
Cependant, ce mécanisme de tolérance centrale n’est pas capable à ltti seul
d’éliminer tous les lymphocytes T auto-réactifs. En effet, la présence de lymphocytes T
spécifiques pour des antigènes du soi a été démontrée chez des individus en santé’4”5. Par
exemple, certains lymphocytes de faible avidité, c’est-à-dire qui se lient aux CPA avec une
faible force de liaison, ne seront pas éliminés dans le thymus’6. De plus, certains antigènes
du soi spécifiques d’un tissu normal ne seront pas exprimés dans le thymus via le facteur de
transcription AIRE’7. Par conséquent, les lymphocytes T de faible oct foi-te avidité
spécifiques pour ces antigènes du soi ne seront pas éliminés dans le thymus, donc
persisteront parmi la population de lymphocytes T matures.
De plus, des lymphocytes T spécifiques pour des antigènes dci soi peuvent être
retrouvés dans la circulation sanguine à cause de la réactivité-croisée du complexe TCR
peptide-CMH’820. C’est-à-dire que le TCR d’un lymphocyte T peut reconnaître plusieurs
peptides divergents. En d’autres mots, un lymphocyte T qui reconnaît un peptide bactérien
ou viral peut également reconnaître un peptide du soi. Par conséquent, ce lymphocyte
activé suite à une infection par un pathogène peut potentiellement causer des troubles
d’auto-immunité.
Les lymphocytes T qui échappent à la tolérance centrale, ainsi que le phénomène de
réactivité-croisée, peuvent causer des maladies auto-immunes, mais un autre mécanisme de
tolérance prévient ce genre de pathologies, soit la tolérance périphérique. Différents
mécanismes peuvent contribuer à la tolérance périphérique. Parmi ces mécanismes, il
existe une population de lymphocytes T régulateurs (Treg) qui suppriment l’activation, la
prolifération et/ou les fonctions effectrices des autres lymphocytes T CD4 et
En conclusion, les différents mécanismes de tolérance périphérique contribuent à
prévenir les maladies auto-immunes, en supprimant physiquement ou fonctionnellement les
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lymphocytes T auto-réactifs qui ont échappé à la tolérance centrale. Cependant, ces
lymphocytes T auto-réactifs, même ceux de faible avidité, peuvent être activés sous des
conditions appropriées, telles que l’exposition constante ou une forte concentration
d’ antigènes’6’22’23
1.4 Les antigènes tumoraux (4T)
Il y a environ 30 ans, on doutaIt de la faisabilité de l’immunothérapie du cancer,
puisque les cellules tumorales n’étaient pas suffisamment distinctes des cellules normales
pour que le sytème immunitaire les reconnaisse24. Plus tard, d’autres recherches ont
démontré qu’une réponse immunitaire protectrice pouvait être générée contre des tumeurs
murines non-immunogéniques, prouvant que le manque d’immunogénicité est dû à
l’incapacité de la tumeur à activer le système immunitaire plutôt qu’à l’absence d’AT25.
Selon Romero et ai.26, un AT est une protéine exprimée par les cellules tumorales, mais
absente ou faiblement exprimée par les cellules saines de l’organisme. De plus, I’AT doit
être immunogénique, c’est-à-dire qu’il doit être reconnu par les lymphocytes T CD$ et
CD4, et être idéalement essentiel à la survie des cellules tumorales. Les AT peuvent être
utilisés comme cible lors de l’immunothérapie du cancer.
1.4.1 La classification des AT
Il existe plusieurs façons de classer les antigènes tumoraux, mais voici celle
proposée par Gilboa27 (figure 4). Le groupe I représente des AT qui sont apparus suite à
des mutations somatiques dans des gènes normaux. Ces mutations sont dues à l’instabilité
génétique des cellules tumorales et elles ne permettent pas l’initiation de la carcinogenèse,
mais elles pourront éventuellement être impliquées directement ou indirectement dans la
progression tumorale et dans le processus métastatique. Ces AT sont donc spécifiques aux
patients et ne représentent qu’une petite fraction des AT identifiés à présent. Le groupe II
représente des AT absents des tissus normaux et présents chez plusieurs patients. Ce
groupe peut être divisé en deux sous-groupes. Le premier représente des AT apparus suite
à des mutations somatiques dans des gènes normaux qui permettent l’initiation de la
carcinogenèse. Par conséquent, ces AT peuvent être partagés entre les patients. Par
exemple, la protéine p53 mutée est exprimée chez certains patients atteints d’un cancer
colorectal, des poumons, de la vessie ou de la tête et du cou28. Le deuxième sous-groupe du
groupe II représente des antigènes viraux présents dans les cancers d’étiologie virale, tels
que les lymphomes induits par le virus Epstein Barr (EBV) et les cancers cervicaux causés
par le virus du papillome humain (HPV). Le groupe III représente des protéines normales
qui ont une expression très Testreinte. Certaines de ces protéines sont exprimées
uniquement dans les cellules germinaks, comme par exemple les familles « metanoma
antigenJamily » (MAGE) et «B rneÏannna antigen » (BAGE) qui peuvent être exprimées
chez certains patients souffrant du mélanome, du cancer gastrique, du sein, de la vessie, des
poumons ou de la tête et du cou28. D’autres protéines de ce groupe sont exprimées lors du
développement embryonnaire ou foetal et réapparaissent dans certains cancers, comme par
exemple l’antigène carcinoembryonique (CEA) dans le cancer du colon, du sein et du
pancréas28. Finalement, le groupe IV regroupe des protéines normales exprimées dans
certains tissus sains. Plusieurs antigènes de différenciation ont été identifiés pour le
mélanome, tels que MART-l, gplOO et tyrosinase. Il y a également dans cette catégorie,
des protéines normales sur-exprimées dans les cellules tumorales, comme par exemple la
«prostate specflc antigen» (PSA) dans le cancer de la prostate et Her2/neu dans le cancer
du sein, de l’ovaire et du poumon28.
En théorie, les antigènes des groupes I et II sont des meilleurs AT, puisqu’ils
n’engendrent pas de tolérance immunitaire. C’est-à-dire que les lymphocytes TH et Tc
spécifiques pour ces antigènes devraient être présents dans la circulation sanguine et prêts à
déclencher une réponse immunitaire contre les cellules tumorales exprimant l’AT. Les
antigènes du groupe III ont probablement induit une certaine tolérance, mais à un moindre
degré que ceux du groupe IV. Il ne faut toutefois pas oublier qu’avec un bon protocole
d’immunisation, il est possible d’activer ces lymphocytes T de plus faible avidité et
d’engendrer une réponse immunitaire effectrice.
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AT humains
Spécifiques Partagés
aux patients
Spécifiques Restreints à
aux tumeurs certains tissus
Groupe I Groupe II Groupe III Groupe IV
Mutations ne permettant I. Mutations pet-mettant Protéines restreintes aux Autres protéines
pas l’initiation de l’initiation de la cellules germinales ou aux (cx: antigènes de
la carcinogenèse carcino genèse tissus foetaux différenciation)
2. Antigènes viraux
Figure 4: Classification des ATseÏon GiÏboa27.
Les AT du groupe I ne permettent pas l’initiation de la carcinogenèse, alors que ceux du
groupe II le permettent. Le groupe III regroupe des AT dont l’expression est restreinte aux
cellules germinales ou aux tissus foetaux. Les AT du groupe IV sont également restreints ii
certains tissus et sont principalement des antigènes de différenciation ou des protéines
normales sur-exprimées dans certains cancers.
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1.4.2 Les AT des RCC
Jusqu’à présent, près de 20 protéines ont été suggérées comme étant des AT pocir les
RCC. La grande majorité d’entre eux se classent parmi les groupes III et IV.
1.4.2.1 Les AT du groupe III
Tels que mentionné, certains AT du groupe lii sont absents des tissus normaux de
l’organisme à l’exception des cellules germinales. Parmi ce groupe, nous retrouvons la
famille des MAGE, « renal tumor antigen » (RAGE-1), «preferentialty expressed antigen
in melanorna» (PRAME) et « hurnan telornerase reverse transcriptase» (hTERT). Parmi
la famille des MAGE, MAGE-329 est exprimé dans 76% des RCC, alors que MAGE-93° est
exprimé dans 38% des RCC. Pour leur part, RAGE-1 et PRAME sont exprimés dans
56%° et 40%’ des RCC. finalement, hTERT qui a comme rôle de maintenir la fonction
des télomères, est un AT universel puisqu’il est exprimé dans plus de 80% de tous les
cancers et dans 83% des RCC. Son expression est majoritairement restreinte aux cellules
germinales, mais possiblement dans certaines cellules souches également32.
D’autres AT du groupe iII sont uniquement impliqués dans le développement
embryonnaire ou foetal. Les protéines Survivin et « once-foetal antigen immature laminin
receptor» (OFA-iLR) sont des AT universels33 puisqu’ils sont exprimés dans de nombreux
cancers, incluant les RCC. Survivin est membre de la famille des inhibiteurs d’apoptose et
il est exprimé dans 31% des RCC34, alors que OFA-iRL est une protéine multi
fonctionnelle et son expression a été démontrée dans 100% des échantillons de RCC (n
y3)35•
1.4.2.2 Les AT du groupe IV
Parmi les AT du groupe IV, c’est-à-dire des protéines normales sur-exprimées par
les cellules tumorales, il y a l’anhydrase carbonique IX (CA IX). Il y a environ 20 ans, un
groupe de recherche a démontré que l’anticorps monoclonal G250 était capable de
reconnaître un antigène exprimé à la surface de presque toutes les cellules de RCC, ainsi
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que les métastases, mais absent de tissus normaux du rein36. Le même groupe de
recherche a plus tard observé que cet AT était plus particulièrement exprimé dans les RCC
à cellules claires (CCRCC, de clear cett renat ceti carcinoma) et qu’il était également
présent au niveau de t’estornac et du canal biliaire normal37. Cet AT a finalement été
identifié comme étant la CA IX38. Son expression est généralement induite par l’hypoxie et
son rôle est d’hydrater le dioxyde de carbone afin de faciliter l’extrusion des protons de
l’intérieur vers l’extérieur de la cellule. La CA IX est également exprimée par d’autres
types de cancer, tels que le cancer du sein39, du poumon40, puis de la tête et du cou4.
Le protooncogène HER-2/neu (c-erbB2) est sur-exprimé dans plusieurs carcinomes
et dans 30-40% des RCC, indépendamment du grade et du stade de la tumeur43. Lorsque
cette protéine trans-membranaire est amplifiée dans les cellules tumorales, la dé-régulation
de la cascade de signaux intracellulaires contribue à la transformation oncogénique.
La protéine « mucin J » (MUC1) est une protéine trans-membranaire exprimée par
la plupart des cellules épithéliales qui forment les glandes et les canaux. Sa sur-expression
et sa sous-glycosylation sont fréquentes dans plusieurs cancers, incluant près du 2/3 des
RCC44. La glycosylation incomplète de MUC1 dans les cellules tumorales expose le noyau
de peptides, fournissant donc des peptides spécifiques aux tumeurs.
La protéine adipophiline est également un AT du groupe IV et elle est impliquée
dans l’homéostasie des lipides dans les adipocytes et les macrophages, mais elle est
également sur-exprimée dans certains cas de RCC4.
La cycline Dl est impliquée dans la progression de la phase GI à la phase S du
cycle cellulaire. Elle est exprimée à des faibles niveaux dans plusieurs tissus normaux,
mais elle est également sur-exprimée dans un certain nombre de cancers, notamment dans
75% des RCC46.
Finalement, le proto-oncogène C-Met est un récepteur tyrosine kinase impliqué dans
la régénération de certains organes, l’embryogenèse, l’hématopoïèse, le développement des
muscles, ainsi que la migration et l’adhésion des lymphocytes B et des monocytes47°. De
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plus, il est sur-exprimé dans plusieurs types de cancers, dont les RCC, mais plus
particulièrement dans les RCC de type papillaire51.
1.5 La surveillance du cancer par le système immunitaire
Un grand nombre de preuves expérimentales et cliniques ont suggéré que le système
immunitaire est en mesure de surveille; la croissance des tumeurs. Cette théorie considère
que la surveillance du cancer par le système immunitaire est un mécanisme important dans
la protection contre la carcinogenèse. L’interaction du système immunitaire et des tumeurs
se résume en troÏs étapes, soit l’élimination, l’équilibre et l’échappement52.
D’abord, la réponse immunitaire innée et adaptative contribuent toutes les deux à
l’élimination des cellules tumorales en développement. La prochaine étape est la phase
d’équilibre et elle est caractérisée par l’élimination continue des cellules tumorales et la
production de cellules tumorales résistantes au système immunitaire. Finalement, les
cellules tumorales qui persistent ont développé divers mécanismes qcii leur permettent
d’échapper au système immunitaire. Parmi ces mécanismes on retrouve une diminution de
l’expression des molécules du CMH53 ou des antigènes tumoraux. De plus, les tumeurs
sont en mesure de sécréter une variété de facteurs solubles immunosuppresseurs, tels que le
i’iL-iO et le TGf-4355. Un troisième mécanisme d’évasion implique l’anergie ou
l’apoptose des lymphocytes T qui rencontrent des APC qui n’ont pas reçu de signaux de
danger par les tumeurs56. finalement, les lymphocytes T régulateurs CD4CD25 sont
impliqués dans la tolérance au soi, donc pourraient contribuer à la suppression des
lymphocytes T effecteurs.
1.6 L’historique de l’immunothérapie du cancer du rein
L’histoire de l’immunothérapie du cancer du rein date de 1914, lorsque WB Coley a
tenté de traiter des patients atteints du cancer du rein avec un mélange de toxines
bactériennes, dans le but de développer une réponse immunitaire contre la tumeur57.
Cependant, ce type d’immunothérapie non-spécifique était rarement efficace, donc les
recherches subséquentes se sont concentrées sur l’utilisation de molécules agissant
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directement sur le système immunitaire ou le transfert adoptif de cellules immunitaires
activées.
1.6.1 L’IL-2
L’IL-2 est une cytokine produite par les lymphocytes T activés et elle se lie au
récepteur de l’IL-2 sur les cellules cibles. L’IL-2 induit la prolifération des lymphocytes T
activés, stimule la cytotoxicité des cellules NK et agit comme co-facteur lors de l’activation
des macrophages et des lymphocytes B par les lymphocytes T.
L’utilisation de l’IL-2 pour l’immunothérapie des RCC métastatiques a commencé
en 1984. Le pourcentage de patients ayant eu une réponse objective, c’est-à-dire une
réponse complète ou partielle, varie entre 15 et 35%5859 Le fait que presque la moitié de
ces patients aient eu une réponse complète à long terme a mené à l’approbation de l’IL-2
pour le traitement des RCC par le «Food and Drug Administration » des États-Unis.
L’utilisation de doses élevées d’IL-2 lors des premiers essais cliniques a entraîné de
nombreux effets secondaires chez les patients traités. Deux essais cliniques ont comparé
l’efficacité de Ï’IL-2 à faibles et à fortes doses60’61. Les traitements à faibles doses ont
entraîné moins d’effets secondaires, mais moins de patients ont répondu à ce traitement
comparativement au traitement à fortes doses, quoique la survie globale des patients était la
même dans les deux groupes. Globalement, seulement 10-20% des patients traités avec
l’IL-2 survivent 5 ans62’63.
1.6.2 L’IFN-Œ
Les IFN-Œ, -j3 et -y ont d’abord été décrit comme une famille de protéines produites
par des cellules exposées à des virus et capables d’interférer avec la réplication virale64.
L’activité anti-tumorale précise des IfN n’est pas bien connue, mais il a été démontré qu’ils
inhibent la prolifération des cellules tumorales, augmentent l’activité lytique des cellules
NK, augmentent l’expression des CMH de classe I par les cellules tumorales et ont des
effets anti-angiogéniques65. Dans le cas du traitement des RCC, l’IfN-u s’est avéré plus
efficace que l’IfN-f3 et -y66. En effet, plusieurs études cliniques ont démontré des réponses
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objectives chez 10-20% des patients. Cependant, la durée médiane de ces réponses était
de 6-10 mois et seulement 1% des patients ont eu une réponse comptète6769. De plus, tout
comme l’IL-2, le traitement à base d’IfN-Œ cause des effets toxiques.
Une étude clinique randomisée a réussi à démontrer que la combinaison d’IL-2 et
d’IFN-a augmente le pourcentage de réponses objectives70, mais ces observations n’ont pas
pu être reproduites par d’autres groupe6-.
1.6.3 L’immunothérapie à base de lymphocytes
1.6.3.1 Les cellules NK et « lymphokine-activatedkiller celÏs » (LAK)
Les cellules NK ne sont pas spécifiques à un antigène et sont capables de tcter des
cellules tumorales et des cellules infectées par un virus sans immunisation oct activation
préalable. La stimu]ation des cellules NK avec de l’IL-2 a permis d’identifier une
population de cellules NK possédant une activité LAK. Les cellules LAK sont CD3
CD56CD16CD25CD20 et possèdent une activité cytotoxique contre la majorité des
cellules en prolifération, donc surtout les cellules tumorales. Ces cellules ont donc été
utilisées dans plusieurs essais cliniques. Les patients ont reçu d’abord de l’IL-2 pendant
quelques jours. Les cellules immunitaires du sang périphérique ont été retirées dct patient
par leukaphérèse, mises en culture avec de l’IL-2, puis re-administrées au patient avec de
l’IL-2. Une dizaine d’études ont démontré une réponse objective chez 9-35% des patients
et une réponse complète chez 0-11% des patients7t73. Cependant, d’autres études ont
démontré que l’utilisation des cellules LAK et de l’IL-2 en combinaison ne conférait pas
d’avantages au traitement à l’IL-2 seule74’75.
1.6.3.2 Les lymphocytes activés avec de l’anti-CD3
Certaines études ont démontré que l’activation des cellules mononucléées du sang
périphérique (PBMC) avec un anticorps anti-CD3 sans IL-2, favorisait la prolifération de
lymphocytes T CD4. Ces cellules ne sont pas cytotoxiques, mais sécrètent des cytokines
qui peuvent induire tme réponse immunitaire humorale et/ou cytotoxique. De nombreuses
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études cliniques ont donc effectué un transfert adoptif de lymphocytes T qui ont été
exposés aux cytokines sécrétées par des PBMC en réponse à la stimulation anti-CD3.
Malheureusement, les résultats n’ont pas été encourageants76.
1.6.3.3 Les «tttmor infiltrating lymphocytes » (TIL)
Les RCC sont caractérisés pa. une infiltration de TIL. Plusieurs groupes de
recherche ont été capables d’isoler des TIL dans 63-76% des tumeurs analysées76. La
majorité des TIL sont des lymphocytes T capables dans certains cas de lyser des cellules
tumorales in vitro77. Il y a eu diverses études cliniques qui ont tenté de traiter des patients
atteints de RCC avec le transfert adoptif de TIL en combinaison avec l’IL-2. Le
pourcentage de réponses objectives varie entre O et 33%, mais une étude n’a démontré
aucune différence significative entre l’administration de l’IL-2 seule ou en combinaison
avec les T1L76.
1.6.3.4 La transplantation alÏogénique
La transplantation de cellules souches hématopoïétiques allogéniques est utilisée
depuis plusieurs années dans le traitement de la leucémie. Les résultats encourageants ont
mené certains groupes de recherche à transposer ce genre de traitement pour traiter les
RCC. D’abord, les patients sont traités par chimiothérapie pour supprimer le système
immunitaire de l’hôte, afin que les cellules du système immunitaire allogénique, mais du
même HLA, puissent être greffées avec succès. Les lymphocytes T greffés ont alors un
effet greffe-versus-tumeur. Cette technique de transplantation non-myéloablative a été
utilisée pour traiter plusieurs types de tumeurs solides, mais les résultats les plus positifs
ont été obtenus chez les patients atteints de RCC. Une dizaine d’études cliniques ont
rapporté des réponses objectives chez 0-57% des patients, mais peu de patients ont eu des
réponses complètes (0-16%)°. De plus, un grand nombre de patients ont souffert
d’effets secondaires dû à l’effet greffe-versus-hôte.
1.6.4 Les vaccins à base de cellules tumorales ou de cellules dendritiques
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Différents types de vaccins ont été utilisés pour stimuler une réponse immunitaire
anti-tumorale. D’abord, deux essais cliniques ont traité des patients en leur injectant des
cellules tumorales autologues irradiées. Un de ces essais a signalé une réponse
d’hypersensibilité retardée cutanée médiée par les lymphocytes T, chez 70% des patients81.
Le deuxième essai clinique a rapporté que la survie à cinq ans sans rechute chez les patients
était légèrement augmentée comparativement au groupe contrôle82. D’autres études de ce
genre sont nécessaires afin de tirer des nclusions.
Une autre approche de vaccination est l’utilisation de cellules dendritiques
transfectées avec l’acide ribonucléique (ARN) tumoral83 ou chargées avec dw lysat
tumoral84. L’efficacité du vaccin à base de cellules dendritiques transfectées avec l’ARN
tumoral n’a pas pu être établie puisque la majorité des patients ont entrepris un deuxième
traitement à la suite de celui-ci. Cependant, la présence de lymphocytes T spécifiques pour
divers antigènes tumoraux connus a été démontrée chez 6 des 7 patients étudiés. Dans le
cas de l’étude menée par Holti et aïY’, où des cellules dendritiques ont été chargées avec du
lysat tumoral, 7% des patients ont eu une réponse complète, 4% une réponse partielle et
27% sont demeurés stables. Cependant, aucune réponse clinique objective n’a été observée
lors de l’étude menée par le groupe de Oosterwijk-Wakka qui a tenté la même chose, mais
en utilisant des cellules dendritiques immatures85.
Une approche alternative à l’utilisation de cellules dendritiques transfectées ou
chargées est de former une fusion entre les cellules dendritiques et les cellules tumorales
autologues ou allogéniques86’87. Dans les deux essais cliniques, près du tiers des patients
ont vu leur maladie se stabiliser.
f inalement, il est connu que les «heat-shock protein » (HSP) ont comme rôle de
chaperonner les peptides lors de la présentation antigénique et ils sont capables d’activer les
cellules dendritiques. Certaines études cliniques ont donc isolé les complexes HSP
peptides à partir des cellules tumorales autologues, pour ensuite être injectés chez le
patient, afin d’être captés et présentés par les cellules dendritiques88. Les résultats sont
jusqu’à présent encourageants89.
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1 .6.5 La déplétion des cellules Treg
Il a été démontré que le nombre de cellules immunosuppressives périphériques
(Treg CD4CD25foxp31) est élevé chez les patients atteints de RCC métastatique et que
ce nombre demeure élevé chez le patients qui ne répondent pas au traitement à l’IL-2.
Cependant, le pourcentage de cellules Treg diminue à des niveaux semblables à ceux de
donneurs normaux, chez les patients ayant atteint une réponse objective suite au traitement
à l’IL-29°. Ainsi, la déplétion des cellules Treg avant la vaccination à base de cellules
dendritiques transfectées avec l’ARN tumoral, a amélioré de façon significative la réponse
anti-tumorale médiée par les lymphocytes T91.
1.6.6 Les anticorps bloquants
Les anticorps sécrétés par les lymphocytes B ont été récemment utilisés dans le
traitement des RCC. Des anticorps monoclonaux se liant au « vascuÏar endotheÏiat growth
factor receptor » (VEGfR) ou au «epidermal growthfactor receptor» (EGFR) à la surface
des cellules tumorales, ont été administrés aux patients dans le but de bloquer ces
récepteurs qui sont nécessaires pour la progression tumorale (leurs rôles seront décrits plus
en détails dans les sections ultérieures). Le pourcentage des patients ayant répondu au
traitement est de 10% pour l’anticorps bloquant le VEGFR92 et de 5,7% pour l’EGF R93.
Il y a également eu quelques essais cliniques qui ont évalué l’efficacité d’un
anticorps bloquant le CA IX, un AT sur-exprimé dans 70-95% des RCC94. Le traitement a
causé très peu d’effets secondaires et 30% des patients ont vu leur maladie se stabiliser.
1.7 L’étude des cellules immunitaires infiltrant les tumeurs (TIIC, de tiunor
infiltrating immune cetis) RCC
La section précédente résume les différentes stratégies d’immunothérapies utilisées
en phase clinique pour traiter les RCC. Certains de ces traitements sont efficaces chez un
certain pourcentage de patients, mais il reste encore beaucoup de patients qui décèdent de
cette maladie. Il a déjà été démontré que les RCC sont davantage infiltrés par des
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lymphocytes comparativement à d’autres types de cancers9 et que parmi ces
lymphocytes, il semble y avoir une expansion clonale de lymphocytes T qui pourraient être
spécifiques à la tumeur et ainsi participer à la réponse immunitaire anti-tumorale9697. Alors
si les cellules immunitaires sont capable d’infiltrer la tumeur, pourquoi ne sont-elles pas
capables de l’éliminer? Plusieurs laboratoires ont étudié le phénotype ainsi que les
fonctions des TIIC. /
1.7.1 Le phénotype des lymphocytes T CD3 parmi les TIIC des RCC
D’abord, il a été démontré que les TIIC qui infiltrent les RCC sont principalement
composées de lymphocytes T CD3, qu’il y a une plus grande infiltration de lymphocytes T
CD8 que de lymphocytes T CD4 et qu’il y a une augmentation des marqcteurs
d’activation CD69, CD54 et HLA-DR comparativement au tissu normal du rein ou aux
PBMC98’99. La présence de lymphocytes T CD4CD898, ainsi que la diminution de
lymphocytes B CD19 ont également été observées parmi les T11C98”°°. D’autres études
ont démontré parmi les TIIC une augmentation de l’expression des récepteurs de
chemokines CXCR3 et CCR5 associés à une polarisation de type TH1101, mais également
une diminution de ces mêmes récepteurs et une augmentation du récepteur de chemokines
CCR4 associé à une polarisation de type TH2 chez les patients métastatiques’°°.
1.7.2 La diminution des fonctions des CTL parmi les TIIC
Il a été démontré que les CTL CD8 parmi les TIIC ont une activité cytotoxique ex
vivo diminuée suite à leur activation avec de l’anti-CD398. De plus, les CTL parmi les TIIC
peuvent exprimer à leur surface des récepteurs inhibiteurs des cellules NK, tels que les
KIR. Il a été démontré que les cellules de RCC pouvaient engager les récepteurs KIR à la
surface des CTL et ainsi empêcher l’activation de ces CTL’°2. De plus, il semblerait que
les cellules tumorales favoriseraient la persistance de ces CTL KIR afin de promouvoir
leur survie103.
1.7.3 Les RCC sont caractérisés par une infiltration de cellules NK
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Plusieurs études ont démontré ta présence de cellules NK CD56dmCDl6CD3 et
CD5&ntCDI6CD3 parmi les T11C98”°°. De plus, les tumeurs infiltrées par un grand
nombre de cellules NK sont majoritairement infiltrées par des cellules CD56dmCDl6+CD3
qui demeurent cytotoxiques suite à leur activation à l’IL-2. Par contraste, les tumeurs
infiltrées par un petit nombre de ceiJules NK sont infiltrées majoritairement par des cellules
CD56bttCD16CD3 qui ne sont pas cytotoxiques’°4”°5.
1.8 Les CCRCC expriment la protéine von Hippel-Lindan (VHL) mutée
1.8.1 La maladie de von Hippel-Lindau (VHL)
La maladie de VHL est un syndrome héréditaire qui prédispose les patients à une
variété de tumeurs malignes, tumeurs bénignes et kystes, les plus fréquents étant des
hémangioblastomes du système nerveux central, des angiomes de la rétine, des CCRCC (ci
après nommé VHL’RCC) et des phéochromocytomes106. Environ la moitié des patients
seront atteints d’au moins deux tumeurs ou kystes au cours de leur viet07”08. L’incidence
de la maladie est relativement faible, soit de 1/36 000 naissances109. Les VHL’RCC sont
la principale cause de décès chez les patients atteints de la maladie VHL, ce qui n’est pas
surprenant puisque ces patients ont >70% de chances de développer un VHL’RCC au
cours de leur vie1 10 Le syndrome VHL est causé par des mutations germinales héréditaires
du gène suppresseur de tumeurs VHL, causant sa perte de fonction. La prédisposition aux
tumeurs bénignes ou malignes se transmet de façon autosomique dominante, mais le
développement de tumeurs est secondaire à la perte du second allèle. Donc, la première
mutation du gène VHL est héréditaire, alors que l’inactivation de l’allèle sauvage survient
suite à une mutation somatique”. La maladie de VHL peut également être sporadique
dans le cas où les deux allèles sont inactivés suite à des mutations somatiques.
Cliniquement, la maladie de VI-IL peut être classée en deux types’’2”’3. Le type Ï
regroupe les familles à faible risque de développer un phéochromocytome, alors que le type
2 regroupe celles à risque élevé. À son tour, le type 2 peut être associé à un faible risque
(type 2A) ou un risqtte élevé (type 2B) de développer un VHL’RCC. Finalement, le type
2C représente les familles à risque de développer un phéochromocytome uniquement. Le
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risque de développer les différentes tumeurs qui constituent le syndrome Vi-IL varie
selon les différentes mutations du gène VHL. En effet, les mutations germinales dit gène
VHL sont hétérogènes quant à leurs types et positions. Parmi ces mutations, des micro-
délétions de 1-9 paires de bases (ph), des délétions pouvant aller jusqu’à 50 pb, des micro-
insertions et des mutations ponctuelles ont été observées’’0. Une étude menée sur 469
familles atteintes de la maladie VHL en Amérique du Nord, en Europe et aci Japon, a
identifié 137 mutations différentes cheZ.300 de ces familles’’4. De plus, la majorité de ces
mutations (124/137) ne surviennent que dans une ou deux familles. Quelques corrélations
ont pu être établies entre le génotype et le phénotype de la maladie. D’abord, aucun
phéochromocytorne n’a pu être détecté chez 96% des familles ayant des mutations
susceptibles d’altérer la structure de la protéine VHL (pVHL) ou mener à son absence,
c’est-à-dire des délétions, des micro-délétions, des mutations au site d’épissage ou des
mutations non-sens. Par contraste, des mutations faux-sens subtiles ne causant
potentiellement pas de changements dans la conformation du pVHL’ ont été détectées
chez 92% des familles souffrant de phéochromocytornes. Malgré ces corrélations
significatives, il n’est toujours pas possible de prédire de manière fiable le phénotype de la
maladie à partir du génotype°.
Des mutations dans le gène VHL ne surviennent pas uniquement dans le cadre de la
maladie VHL, étant donné que des mutations somatiques dans les deux allèles du gène
VHL sont également retrouvées dans les hémangioblastomes du système nerveux central,
les phéochromocytomes et 50-80% des CCRCC sporadiques (VHL’RCC)’°, les tumeurs
malignes les plus fréquentes du rein. En effet, selon la classification internationale de
Heidelberg’21, les RCC les plus fréquents sont les CCRCC (incidence: 65-80%), les RCC
papillaires (7-14%) et les RCC chromophobes (6-1 1%).
Le pVHL forme un complexe avec plusieurs protéines incluant l’elongin B,
l’elongin C, cullin-2 et Rbx-1 (VBC/cul-2)’’2, et possède une activité E3-ubiquitine
ligase’22’27. Le pVHL recrute la sous-unité Œ du « hypoxia-induciblefactor » (HIF) afin
d’entraîner son ubiquitination et sa dégradation subséquente par le protéasorne’2832. Le
HIF est un facteur de transcription composé d’une sous-unité 3 et d’une des trois sous-
unités a, HIf-IŒ et HIF-2ct étant les mieux caractérisés. Le rôle dit HIF est de réguler la
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transcription de plusieurs gènes impliqués dans la réponse à l’hypoxie. Lorsque les
niveaux d’oxygène à l’intérieur d’une cellule sont normaux, l’affinité du HIFŒ envers te
pVHL est augmentée, menant à l’ubiquitination et la dégradation du HIFcc. Cependant,
dans des conditions d’hypoxie, le HIfct ne se lie plus au et par conséquent
entraîne la transcription de divers gènes impliqués dans l’angiogénèse, le métabolisme du
glucose et la survie Il a été démontré que des lignées cellulaires VHLRCC
ne sont pas capables de dégrader le HIFŒ peu importe les niveaux d’oxygène, entraînant la
sur-expression des gènes Cependant, il est à noter que les mutations
observées dans les familles souffrant de la maladie VHL de type 2C, n’affectent pas la
capacité du pVHL à dégrader le HIf-Œ, mais affectent plutôt son rôle dans la formation de
la matrice extra-cellulaire’44.
1.8.2 Le lien entre VI-IL, HIF-u et TGF-Œ dans l’oncogénèse des VHL’RCC
En général, le HIf-ÎŒ et le HIF-2a ne sont pas détectés dans les cellules normales
de l’organisme dont les niveaux d’oxygène sont Dans le cancer,
l’accumulation dci HIF-ÏŒ et du HIf-2u peut être causée par l’hypoxie au niveau de
l’environnement tumoral ou par la perte de fonction d’un gène scippresseur de tumeur,
comme le VHL, due à des mutations germinales ou somatiques’39. La présence de ces deux
protéines a été démontrée dans plusieurs types de cancers incluant le cancer de la ptostate,
du sein et du colon’45”46. Dans deux études, l’expression du HIF-1Œ et du HIF-2Œ a été
majoritairement démontrée dans les régions nécrotiques des tumeurs. Cependant, en ce qui
concerne les VHL’RCC, le nombre de cellules tumorales exprimant ces deux protéines
était plus élevé que dans les autres types de cancers et l’expression était distribuée de façon
homogène dans toutes les cellules de la
En ce qui concerne le HIF-la, il régule la transcription de plus de 60 gènes. En
réponse à l’hypoxie, l’expression de la majorité de ces gènes est spécifique à un certain
type de cellules. Étant donné que le HIf-1Œ est induit par l’hypoxie dans la majorité des
types de cellules, l’interaction avec un autre facteur de transcription déterminerait peut-être
le sous-groupe de gènes transcrits par le HIf-1Œ39. Une explication possible est que le
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HIf-ÏŒ et le Hlf-2Œ ont des caractéristiques qui se chevauchent mais qui sont distinctes
quant à leur induction et les gènes qu’ils transcrivent’48.
Dans le cas des VHL’RCC, il a été démontré que le HlF-Œ régule la transcription
de plusieurs gènes incluant le «gtttcose transporter-1 » (Glut-l), I’érythropoïétine et te
«vascular endotheÏiaÏ growthf&tor» (VEGF)’49. Cependant, certaines études ont suggéré
que le HIf-2Œ joue tin rôle plus iiliportant que le HIF-1Œ dans les VHL’RCC’°,
contrairement à d’autres types de cancers et cellules En effet, il a été
suggéré que le HIf-2a, mais pas le HIF-la, est nécessaire à la formation des VHL’
RCC’20”55”56 et que le HIF-2a a un effet positif, alors que le HIF-lcc a un effet négatif sur
la prolifération tumorale’. Ces observations sont en accord avec d’autres études qui o
nt
observé la présence de la protéine HIF-2a, mais pas HIF-la, dans des îlots multicellulaires
pré-malins au niveau du néphron suite à la perte de fonction du
p)6bS• Parmi les
gènes régulés par le H{f-a, le VEGf est un facteur angiogénique et sa sur-expression
pourrait expliquer l’hyper-vascularisation des tumeurs VHL’RCC, mais pas la formation
de ces tumeurs suite à la perte de fonction du pVHL. Il a été démontré que la lign
ée
cellulaire 786-O (VHL’RCC) sur-exprime le «transforming growth factor-a» (TGF-a) et
que cette expression est négativement régulée par le pVHL sauvage’’9. Le TGF-a est u
n
facteur angiogénique’6° et un facteur de croissance pour les cellules épithéliales du tubu
le
proximal du néphron’61, les cellules qui donnent probablement naissance aux CCRCC.
Plusieurs études ont démontré la sur-expression du TGF-ct et de son récepteur EGfR
dans
les RCC, suggérant son implication dans la prolifération de ces tumeurs162’65. N
otre
collaborateur à l’Université d’Ottawa, Dr Stephen Lee, a identifié le TGF-a comme
l’agent
potentiel responsable de la prolifération des cellules VHL’RCC en absence de facteu
rs de
croissance exogènes’66. En d’autres mots, la perte de fonction du pVHL et la
sur-
expression subséquente du TGF-a provoquent une boucle autocrine où le TGF-a pro
duit
par les cellules VHLRCC se lie à son récepteur à la surface des mêmes cellules, m
enant à
la formation des VRLRCC. Peu après, le même groupe a démontré que l’expression
du
TGf-a est régulée par le HIF-2a et que ce dernier, mais pas HIF-a, est responsab
le de la
tumorigénèse des VHLRCC en activant spécifiquement la voie TGF-a/EGfR’67”68.
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1.8.3 Le rôle et l’expression du TGF-Œ
1.8.3.1 La structure du TGf-a
Le TGf-a est membre de la famille des ligands du EGf R. Tous les membres de
cette famille sont issus du cli’vage pçotéolytique de leur précurseur membranaire. Le
précurseur du TGf-Œ, le pro-TGf-Œ, est composé de 159 ou 160 acides aminés, c’est-à-dire
qu’il peut être retrouvé sous les deux formes selon la présence ou non d’un codon en
tandem’69. Le pro-TGf-Œ contient une séquence signal, un domaine extra-cellulaire codant
le TGf-Œ mature, un domaine trans-membranaire et un domaine cytoplasrnique’7° (figure
5). Le TGf-ct mature soluble résulte du clivage protéolytique du pro-TGf-Œ membranaire
et il est composé de 50 acides aminés. Comme tous les ligands du EGfR, le TGf-a mature
contient une séquence riche en cystéines qui forment une structure à trois boucles qtti est
essentielle à la liaison de haute affinité au EGFR. Le TGF-Œ mature soluble, ainsi que le
pro-TGf-a sont tous les deux biologiquement actifs, étant donné que le pro-TGf-Œ est
capable de se lier à son récepteur à la surface des cellules avoisinantes’71’172.
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Séquence signal TGF-a Région Région
potentielle mature transmembranaire cytoplasmique
1-23 40-89 99-124 125-160
1. ‘1 1
Figure 5: Structure dupro-TGF-a
Le précurseur du TGf-Œ, le pro-TGF-a, est une protéine membranaire qui contient une
séquence signal, un domaine extra-cellulaire codant le TGf-Œ mature, un domaine trans
membranaire et un domaine cytoplasmique. Le TGF-Œ mature soluble résulte du clivage
protéolytique du pro-TGf-a.
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1.8.3.2 Le rôle du TGF-Œ
Le rôle physiologique précis du TGF-a in vivo chez l’humain n’est pas connu.
Cependant, plusieurs études utilisant des modèles in vitro ou des modèles murins ont
démontré son implication dans différents processus biologiques. D’abord, il a été démontré
que le TGF-u est un mitogètie puissant pour une variété de cellules épithéliales et
mésenchymateuses in vivo chez la soiris Le TGF-Œ est également
capable d’induire la migration des kératinocytes humains et des cellules hépatiques du rat
in De plus, le TGF-Œ semble jouer un rôle dans l’inhibition de la différentiation
des précurseurs d’adipocytes du rat in vivo et in puis dans l’induction de
l’expression de certains oncogènes’79. f inalement, le TGf-Œ est impliqué dans
l’angiogénèse chez le hamster’80, dans la cicatrisation des plaies oculaires’8’ et des brûlures
de deuxième degré’82, puis dans la résorption osseuse in
1.8.3.3 L’expression du TGf-Œ dans les tissus normaux humains
Des niveaux faibles à modérés d’ARN messager (ARNm) du TGF-u. ont été
détectés dans quelques tissus normaux humains, alors que des niveaux élevés ont été
retrouvés principalement chez le rat. La présence de la protéine a également été démontrée
dans certaines études, mais la spécificité des anticorps utilisés n’a pas toujours été
précisée’60. D’abord chez l’humain, il a été démontré par hybridation in situ que l’ARNm
du TGF-a peut doubler dans les cellules épithéliales des glandes mammaires pendant la
grossesse et l’allaitement, et que le TGF-ct peut également être exprimé dans 10-15% des
cellules stromales pendant la grossesse’84. Par immunohistochimie, la présence de la
protéine TGF-Œ a été démontrée dans les neurones à travers le cerveau humain’85, dans les
poumons’86 et dans les cellules différenciées de l’estomac, de l’intestin grêle et dci colon’87.
De plus, l’ARNm ainsi que la protéine TGF-Œ sont présents dans des cultures primaires de
kératinocytes, dans des biopsies d’épiderme normal et dans des biopsies de plaques de
psoriasis’88’9’. De plus, des faibles niveaux d’ARNm et de protéine ont été détectés dans
le Finalement, les macrophages activés sont aussi en mesure d’exprimer et de
sécréter le TGF-Œ93.
Chez le foetus humain, l’ARNm du TGF-Œ a été détecté abondamment dans le
duodénum, mais également dans la vésicule biliaire, les glandes salivaires, les glandes
surrénales, le cerveau, les reins et le placenta’94.
1.8.3.4 L’expression du TGf-Œ dans le cancer
Malgré son expression faible ou modérée dans certains tissus normaux humains, le
TGF-Œ est majoritaire et plus fortement exprimé dans divers types de cancer. D’abord,
plusieurs études ont démontré la sur-expression du TGF-a dans les RCC par rapport au
tissu normal du rein autologue. La sur-expression de l’ARNm par rapport au tissu normal
autologue a été démontrée chez 6/10 patients étudiés’62, puis par une autre étude, chez
33/33 patients étudiés’63. Une autre étude a démontré la sur-expression de l’ARNm du
TGF-Œ chez 5/5 tumeurs CCRCC, ainsi que la sur-expression de la protéine chez 2/2 de ces
patients’64. Par immunohistochimie, le groupe de Lager et al. 165 ont démontré la présence
de la protéine TGf-Œ à la surface des cellules tumorales dans 73% des cas (n=68), sa
présence au niveau des vaisseaux sanguins de la tumeur dans 100% des cas et sa présence
au niveau du tubule distal et du tube collecteur dans 100% des tissus normaux du rein
autologue. Une autre étude est venue confirmer la présence du TGF-Œ dans les tubules
distaux et les tubes collecteurs du rein normal (n = 17), dans les cellules endothéliales des
tumeurs (n = 14), dans les cellules tumorales de type granulaire (n = 4), mais pas dans les
cellules tumorales de type CCRCC (n = 10)192. f inalement, une autre étude a démontré la
présence du TGf-Œ dans la moitié des tumeurs étudiées (n = 175) et dans la moitié des
vaisseaux sanguins irriguant les tumeurs de type autre que papillaire seulement195. À
l’exception de Petrides et al’63 qui a démontré une corrélation entre l’expression du TGf-Œ
et le grade de la tumeur, aucune des études citées ci-haut n’a pu établir une corrélation avec
la grosseur, le stade ou le grade de la tumeur. De plus, certaines des études citées ci-haut
ont également démontré la sur-expression de l’EGfR, le récepteur du TGF-a, dans
plusieurs RCC par rapport au tissu sain du rein autologue, mais la sur-expression de
l’EGfR ne corrèle pas toujours avec la sur-expression du
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En plus de l’expression du TGF-Œ dans le cancer du rein, son expression a
également été démontrée dans un grand nombre de cancers. L’ARNm du TGF-Œ a été
détecté dans des tumeurs primaires de cancers des ovaires196, ptiis sa sur-expression a
également été détectée dans des lignées de glioblastomes par rapport à des tissus de
cerveaux normaux197. La présence de la protéine TGF-Œ a été confirmée dans 80/84
carcinomes du pancréas’98, dans 16/17 cancers de la peau’99 et dans des lignées de cancers
du sein200. f inalement, la sur-expression de la protéine par rapport au tissu normal
autologue a été démontrée dans le cancer du colon’86, dans des gangliocytomes de
l’hypothalamus, des phéochromocytomes, des carcinomes des glandes surrénales201, dans
$7/131202 et 11/20203 cancers du poumon, puis dans 16/19 cancers colorectaux204. De plus,
le TGf-Œ a été détecté dans l’urine de patients atteints de divers cancers tel que le
mélanome20, le cancer du sein206, le cancer de l’ovaire207 et les carcinomes
hépatocellulaires208. Tous comme dans les RCC209 et les VHLRCC’66, il a été démontré
in vitro que le TGF-a est responsable de la prolifération autonome de plusieurs lignées
cellulaires de cancer du pancréas210212, de cancer du colon213, de carcinomes squameux de
la peau214 et de carcinomes de la prostate212.
1.8.3.5 L’abolition et la sur-expression du TGF-ct dans des modèles murins
Chez la souris et le rat normal adulte, une forte expression du TGf-o. a été détectée
dans le cerveau, les poumons et la caduque utérine, et à des niveaux moindres dans la peau,
les glandes mammaires, le système digestif, les organes reproducteurs et les reins60. Deux
équipes ont produit des souris knockout pour le TGF-ct afin d’identifier les rôles
physiologiques du TGf-Œ in vivo chez la souris2’5’216. Les deux laboratoires ont rapporté
que les souris knockout étaient viables, en santé et fertiles. En fait, seulement deux
phénotypes ont été observés. D’abord, les souris avaient le poil et les moustaches ondulés.
Au niveau histologique, la peau de ces souris démontrait une désorganisation des follicules
pileux. Le deuxième phénotype observé chez 40% des souris knockout se traduit par des
anomalies au niveau des yeux. En effet, certaines souris sont nées avec les yeitx ouverts,
alors que d’autres animaux plus âgés ont démontré de l’inflammation et de la cicatrisation
au niveau de la cornée. Étant donné que le TGf-a est largement exprimé chez la souris, il
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est surprenant que la perte de fonction du TGF-Œ soit associée à seulement deux
phénotypes.
Certaines études ont démontré que la sur-expression du TGF-u dans des lignées
cellulaires de rat peut induire la transformation maligne de ces cellules et former des petites
tumeurs dans les souris nues2. Contrairement à ces observations, le groupe de Finzi et
al.218’219 n’a pas pu démontrer la transformation de diverses lignées cellulaires de rat, suite à
la sur-expression du TGf-Œ dans ces cellules. Afin d’établir les conséquences
pathologiques de la sur-expression du TGF-a in vivo, trois laboratoires ont produit des
souris transgéniques. Le laboratoire de Sandgren et ont observé une hyperpiasie des
cellules épithéliales de plusieurs organes du système digestif, une métaplasie de certaines
cellules du pancréas, ainsi que des carcinomes mammaires. Pour leur part, Jhappan et
ont observé dans les souris transgéniques des carcinomes hépatocelluÏaires, ainsi que des
développements anormaux du pancréas et des glandes mammaires. Cependant, une autre
étude a démontré que la sur-expression du TGf-Œ dans les souris transgéniques pouvait
entraîner une diminution de la masse des tissus dérivés du mésoderme tels que le tissu
adipeux, muscu]aire et osseux178. Ces études portant sur la sur-expression du TGF-ct dans
des souris transgéniques ont démontré l’effet mitogène du TGf-Œ sur les cellules
épithéliales et mésenchymateuses, mais surtout qu’il peut initier la transformation
néoplasique dans certains tissus, sans être directement oncogénique dans la majorité des
tissus.
1.8.3.6 Le TGf-Œ mature soluble ou associé à la membrane
Le TGF-Œ mature soluble résulte du clivage protéolytique du pro-TGf-ct
membranaire médié par le « turnor necrosis factor (TNF,)-a-converting enzyme/disintegrin
and metalloproteinase 17» (TACE/ADAM 17)220221. Le premier clivage s’effectue en N
terminal du TGF-Œ mature, alors que le deuxième clivage se fait en C-terminal afin
de
générer la forme soluble du TGF-Œ mature222225. Physiologiquement, le TGF-Œ
est
impliqué dans le développement de la vulve chez le nématode Caenorhabditis etegans226
et
l’organisation des follicules pileux chez les mammifères220. Dans les deux situations,
il a
été démontré que la forme soluble du TGf-Œ est sécrétée au niveau de la membrane
baso-latérale et rapidement consommée par les EGFR sur la membrane baso-latérale de la
même cellule, démontrant son action autocrine. Cependant, te ctivage protéolytique dct
pro-TGF-Œ peut être défectueux ou incomplet dans certaines cellules cancéreuses227,
notamment dans certaines lignées de RCC’67228. Il semblerait que le deuxième clivage soit
défectueux, donc que le TGF-a’mature demeure à la surface membranaire. De nombreuses
études ont tenté de démontrer une diff&ence entre les fonctions du TGF-Œ mature soluble
ou membranaire. Le TGF-Œ membranaire est capable de se lier à l’EGF R de façon
autocrine et/ou juxtacrine’72, mais certaines études ont démontré qu’il active son récepteur
de façon moins efficace’71, alors que d’autres ont prouvé le contraire227’229.
35
1.9 Hypothèses et objectifs du projet de maîtrise
Les patients atteints de carcinomes du rein (RCC) ont accès à un nombre limité de
traitements et il n’existe présentement aucun traitement efficace pour traiter les cas
métastatiques. Beaucoup d’effotts ont été déployés poLir développer de nouvelles
immunothérapies, mais très peu’de patients ont eu une réponse complète objective. Ceci est
peut-être dû à des effets immunosupresseurs médiés par les tumeurs. La première
hypothèse de ma maîtrise est qu’une meilleure caractérisation du phénotype des différentes
populations de cellules immunitaires qui infiltrent les RCC pourrait nous aider à développer
de meilleures immunothérapies. De plus, parmi les différentes immunothérapies essayées
pour traiter les RCC, très peu d’essais cliniques à base dAT spécifiques pour les RCC ont
été effectués. Étant donné que le TGF-Œ est sur-exprimé dans les VHL’RCC et qu’il est
absent ou faiblement exprimé dans les tissus normaux vitaux de l’organisme, la deuxième
hypothèse de mon projet de maîtrise est que le TGF-Œ pourrait être un AT potentiel pour
les RCC.
Pour réaliser la première hypothèse, notre objectif était d’identifier les différentes
populations de TIIC qui infiltrent les RCC et de caractériser le phénotype naïf ou mémoire,
ainsi que le degré d’activation des lymphocytes T. Pour ce faire, les TIIC ont été extraites
des tumeurs et immédiatement analysées en cytométrie de flux sans culture in vitro ou
congélation préalable.
En ce qui concerne la deuxième hypothèse, notre premier objectif était d’évaluer
l’expression du TGF-Œ dans des spécimens cliniques de RCC et de tissus de reins sains
autologues à l’aide de la technique de transcription inverse-réaction en chaîne de la
polymérase (RT-PCR) quantitatif. Par la même technique, le deuxième objectif était de
confirmer l’absence ou la faible expression du TGf-Œ dans une vingtaine de tissus normaux
importants provenant d’une banque commerciale d’ARN. finalement, le troisième objectif
était d’établir Î’immunogénicité du TGf-a, c’est-à-dire évaluer la présence de lymphocytes
T qui ont la capacité de reconnaître le TGf-a présenté par les molécules du CMH à la
surface des CPA. Les lymphocytes T périphériques ou infiltrant les tumeurs des patients
atteints de RCC ont été stimulés in vitro avec différents peptides synthétiques dérivés du
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TGF-Œ. Ensuite, la reconnaissance de ces lymphocytes T pour les peptides du TGF-Œ a
été évaluée sur la base de sécrétion d’IFN-y ou de GM-CSF par l’essai «enzyme-Ïinked
immunosorbent spot» (ELISPOT) ou l’essai «enzyme-linked immztnosorbent assay»
(ELISA).
37
CHAPITRE 2 : MATÉRIEL ET MÉTHODES
Spécimens cliniques
Les échantillons cliniques de tumeurs et de tissus sains du rein ont été obtenus suite
à une néphrectomie totale ou partielle provenant de patients recrutés et opérés par Dr Sirnon
Tanguay à l’Hôpital Général de Moatréal du Centre Universitaire de Santé McGiIl
(CUSM). L’histologie, le grade ainsi que le pTNM des 38 tumeurs étudiées sont présentés
dans le tableau I. Du sang périphérique a également été prélevé immédiatement avant la
chirurgie. Tou les patients ont signé un formulaire de consentement et le projet a été
révisé et approuvé par les comités d’éthique de la recherche de l’Hôpital Notre-Darne du
Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM) et de l’Hôpital Général de
Montréal. Un schéma du plan expérimental est illustré dans la figure 6.
1
3
Patients Type de carcinome Grade pTNM
1 CCRCC 2 pT2
2 CCRCC 2 pTla
3 CCRCC n/a pTla
4 ROC chromophobe
- pub
5 RCC papiflaire
- pTlb
6 ROC chromophobe
- pT3a
7 ROC chromophobe
- pila
8 OCROC 2 p12
9 CORCO 2 pi3a
10 OCROC 2 p12
11 CORCO 3 pTlb
12 COROC 3 pTlb
13 CORCO 2 pTlb
14 CCRCC 2 pIla
15 CORCO 1 pTla
16 CORCO 3 pTla
18 ROC papillaire
- pTlb
19 OCROC 3 pT2
20 CORCO 2 PT3b
21 OCRCC 2 pTla
22 CORCO 1 pTla
23 COROC 2 pT2
24 ROC chromophobe
- pT3a
25 CORCO 2 pila
27 COROC 1 pTla
28 CORCO 3 pT3a
29 Angiomyolipome
-
-
30 ROC papillaire
- pTla
31 CCRCO 2 pTla
34 ROC papillaite
- pTla
35 Carcinoïde
- pT3b
38 CORCO 3 pi3b
Tableau I: Caractéristiques clinico-pathologiques des patients atteints du cancer dii rein
Le grade correspond à la différenciation des cellules tumorales, le grade 1 étant le mieux
différencié et le grade 3 étant le moins bien différencié. À noter que le grade ne s’applique
pas aux RCC chrornophobes, papillaires et carcinoïdes. Le classement pTNM est selon le
«AJCC Cancer Staging manuaÏ »230. p $ stade pathologique; T taille et envahissement de
la tumeur primaire; N $ métastases aux ganglions lymphatiques régionaux; M métastases
distance; Tia t 4 cm maximum; Tlb t 4,1 à 7 cm maximum; T2 t plus de 7,1 cm, mais sans
envahissement à l’extérieur du rein; T3a : envahissement extra-rénal, limité au fascia de
Gerota; T3b t envahissement vasculaire (veine rénale ou veine cave inférieure infra
diaphragmatique). À noter que tous les patients inclus dans cette étude sont NO et MO,
c’est-à-dire qu’aucun patient n’est atteint de métastases ganglionnaires ou à distance.
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Figure 6. Plan expérimentai.
a) Les PBMC des patients atteints du cancer du rein ont été isolées du sang périphérique
pour être stimulées in vitro afin d’évaluer l’immunogénicité du TGF-Œ. Les PBMC ont
également été analysées par cytornétrie de flux pour étudier leur phénotype.
b) Les échantillons cliniques de tumeurs du rein ont été conservés dans le RNAlater afin
d’évaluer l’expression du TGF-u par RT-PCR quantitative. Les échantillons de tumeurs
ont également été homogénéisés pour produire du lysat tumoral ou pour isoler les TIIC par
centrifugation. Les TIIC ont ensuite été ou non stimulées in vitro afin d’évaluer
I’immunogénicité du TGF-Œ. Les TIIC ont également été analysées par cytométrie de flux
pour étudier leur phénotype.
c) Les échantillons cliniques de tissus sains du rein autologue ont été conservés dans le
RNAlater afin d’évaluer l’expression du TGF-Œ. Finalement, tout comme les tumeurs, les
échantillons de tissus sains ont été homogénéisés pour produire du lysat tumoral ou pour
isoler les cellules immunitaires afin d’étudier leur phénotype par cytométrie de flux.
Extraction d’ARN
Ana lyses RT-PCR
quantitative
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Culture cellulaire des lignées et des PBMC
Les lignées cellulaires 786-0, A498 et KTCLÏ4O sont des lignées de VHLRCC,
alors que WT-7 et A498+VHL sont le résultat d’une transfection stable des lignées 786-O et
A498, respectivement, avec le gène codant pour le VHL sauvage lié à une séquence
hémagglutinine-tag. La lignée de cancer de l’utérus HeLa contient le gène VHL
sauvage23t. Toutes ces lignées nous on.t été généreusement données par Dr Stephen Lee
(Université d’Ottawa, Ottawa, Ontario, Canada). Elles ont été cultivées dans du milieu
«Dulbecco modfled Eagle ‘s medium» (DMEM) (Wisent; St-Bruno, Québec, Canada)
additionné de 1Ô% sérum bovin foetal (F35) (Invitrogen; Carlsbad, CA et Wisent), 2 mM
L-glutamine, 100 cg/mÏ pénicilline/streptomycine et 10 p.g/rnÏ gentamicine (tous de
Invitrogen). Les cellules HEK-293T exprimant HLA-DRf3 1*0401 ou HLA-DR3 1*0101,
généreusement données par le Surgery Brandi du «National Cancer Institttte/Nationat
Institutes ofHeaÏth» (NCI/NIH) (Bethesda, MD), ont été cultivées dans du milieu RPMI
1640 (Wisent) additionné de 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 100 tg/ml
péniciffine/streptomycine et 10 tg/ml gentamicine.
Les PBMC ont été isolées du sang de patients atteints du cancer du rein ou de
donneurs normaux, suite à une centrifugation de 30 min sur une solution de séparation de
lymphocytes (Cellgro, Hemdon, VA et Wisent) (figure 4a). Les PBMC ont été analysées
immédiatement ou congelées dans 90% sérum foetal de veau (FCS) (Wisent)/10% DMSO
(Sigma; Oakville, Ontario, Canada) pour utilisation ultérieure.
Les lymphocytes B activés suite à la stimulation de leur réceptectr CD4O (CD4O-B)
ont été générés en cultivant des PBMC dans du milieu complet pour CD4O-B, soit dci
«Iscove ‘s Modjfied Dulbecco ‘s medium» (Invitrogen) additionné de 7,5% sérum humain
(décomplémenté et préparé à partir de trois donneurs normaux recrutés par Dr Jean-PielTe
Routy à l’Hôpital Royal Victoria (CUSM), Montréal, Québec, Canada), 2 mM L
glutamine, 100 U/ml pénicilline/streptomycine et 10 ig/ml gentamicine. Le milieu pour
CD4O-B a été complémenté de 500 ng/ml CD4OL soluble trimérique (Immunex
Corporation; Seattle, WA), 250 U/mÏ IL-4 recombinant humain (Peprotech; Rocky Hill,
NJ) et 0.66 g/mt cyclosporine A (Calbiochem, San Diego, CA). Au jour 3, dci milieu
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complet frais, 500 ng/rnÏ CD40L et 250 U/mt IL-4 ont été ajoutés. Lorsque les cellules
ont atteint une confluence supérieure à 1,5X106 cellules/mt (habituellement entre les jours 5
et 8), elles ont été congelées pour utilisation future ou re-stimulées à tous les 2-3 jours (250
ng/mt CD40L et 250 U/mÏ IL-4) en les conservant à une concentration de 7X105
cellules/ml.
Les lymphocytes B irnmortaliss par EBV (EBV-B) ont été générés à partir des
PBMC de patients atteints du cancer du rein, tels que décrit précédemment232.
Culture cellulaire des TIIC et des clones
Suite au prélèvement, les échantillons cliniques de tumeurs et de tissus sains du rein
ont été homogénéisés mécaniquement à l’aide du «Medimachine» (Dako Cytornation,
Glostnip, Denmark) selon les instructions du manufacturier. La suspension cellulaire a été
utilisée pour préparer un lysat cellulaire brut (5 cycles successifs de
congélation/décongélation; 1X107 cellules/mÏ dans milieu complet pour CD4O-B) ou
centrifugée sur une solution de séparation de lymphocytes afin d’isoler les TIIC ou les
cellules immunitaires ayant infiltrées le tissu sain. Les cellules ont été immédiatement
analysées en cytométrie de flux, stimulées avec des peptides synthétiques ou subissent un
protocole d’expansion rapide (REP) pour favoriser la prolifération non spécifique des
lymphocytes T (figure 6b et c). Le REP a été fait selon le protocole suivant233 :1-5X10
TIIC ont été mis en présence de 2,5X107 PBMC irradiées à 5 000 rads (de trois donneurs
normaux), 300 UI/mÏ d’IL-2 (Chiron; Emeryville, CA) et 5 ig!mÏ PHA (Sigma), dans un
volume total de 25 ml de milieu complet pour lymphocytes T (AIM-V (Invitrogen)
additionné de 5% sérum humain AB décomplémenté (Gemini Bio-Products, Calabasas,
CA), 2 mM L-glutamine, 100 jig/ml pénicilline/streptomycine et 10 tg/mÏ gentamicine).
Au jour 2, 300 UI/ml d’IL-2 ont été ajoutés et au jour 5, le surnageant a été remplacé par du
milieu complet frais et 300 UI!ml d’IL-2. Lorsque les cellules ont atteint une concenttation
de 1X106 cellules/mÏ, elles ont été congelées ou diluées à une concentration de 5-8X105
cellules/ml dans du milieu complet pour lymphocytes T et 300 UI/mÏ d’IL-2.
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Les clones anti-TGF-Œ ont été obtenus suite à un clonage par dilution limite à
partir d’une lignée de lymphocytes T, à une concentration de l-2, 5-8 et 20-25 cellules/puits
dans des plaques à 96 puits à fond rond. Les cellules ont été cultivées dans du milieu
complet pour lymphocytes T additionné de 5X104 PBMC irradiés à 5 000 rads (de trois
donneurs normaux), 30 ng/ml anti-CD3 (OKT3; eBioscience, San Diego, CA) et 300 UI/mt
IL-2233. Les clones positifs ont subi un REP tel que décrit dans le paragraphe précédent.
Certaines des lignées de lymphocytes T ont été enrichies sur une colonne
magnétique à l’aide du «JfN-y Secietion Assay celi enrichment and detection kit»
(Miltenyi Biotec; Auburn, CA), selon les instructions dci manufacturier.
Cytométrie de flux
Les TIIC et les PBMC enrichies par centrifugation telles que décrit ci-dessus, de 9
patients atteints du cancer du rein ont été analysées par cytornétrie de flux. Les anticorps
monoclonaux (mAbs) conjugués utilisés dans cette étude sont listés dans le tableau II.
Nous avons indu dans notre étude les contrôles isotypiques suivants afin d’estimer le bruit
de fond: IgGl-FITC, IgGi-PE, IgG2a-PE et IgG2a-APC (BD Pharmingen); IgGl-FITC,
IgG2a-fITC, IgGl-APC et IgGi-Alexa Fluor 488 (Caltag laboratories). Les TIIC et les
PBMC ont été lavées dans du «phosphate-bzffered satine» (PBS) (Wisent)/0,5% albumine
de sérum bovin (BSA) (Sigma)!0,l% azide de sodium (BioShop; Burlington, ON, Canada),
puis incubées 30 min à 4°C avec les anticorps spécifiques ou les contrôles isotypiques
appropriés. Suite à l’incubation, les cellules ont été lavées, puis incubées avec 25 tg/test
de 7-amino-actinomycin D (7-AAD) (BD Pharmingen), afin de discriminer les cellules
mortes lors de l’analyse. Il est à noter que les cellules du patient #15 ont été fixées avec 2%
formaldéhyde (Sigma). L’acquisition des données a été faite sur le FACSCalibcir (BD
Biosciences) à l’aide du logiciel « CeÏÏQuest » (BD Biosciences) et sur le LSR-IJ (BD
Biosciences) à l’aide du logiciel « FA CS Diva » (BD Biosciences) pour les patients 1135 et
#38. Les analyses ont été faites avec le logiciel « W1nMDI 2,8 » (développé par Joseph
Trotter, Scripps Research Institute).
Manufacturier Anticorps Isotype Espèce Clone Fluorochrome
BD Biosciences CD3 IgGI Souris SK7 FJTC
(Mississauga, ON, CD$ (BD pharmingen) igGi, K Souris RPA-T8 FITC
Canada) HLA-DR IgG2a Souris L243 PE
CD62L (BD pharmingen) IgGI, K Souris Dreg 56 APC
Caltag Laboratories CD3 lgG2a Sociris S4.1 APC
(Burlingarne, CA) CD4 IgG2a Souris S3.5 EITC
CDS tgG2a Souris 3B5 R-PE
CDI6 IgGI Souris 3G$ APC
CDI9 IgGI Souris SJ25-Ct Alexa-4$$
CD25 IgGi Souris CD25-3G10 R-Pi
CD45RA lgG2b Souris MEM-56 R-PE
CD45RO tgG2a Souris UCHLI APC
CD56 lgG2a Souris MEM-1$8 R-Pi
R&D Systems CCR7 lgG2a Souris 150503 Pi
(Minneapolis, MN) CCR7 IgG2a Sociris 150513 APC
Tableau II: Liste des anticorps monoclonaux conjugués tttilisés en cvtométrie de flux
Liste des anticorps monoclonaux utilisés en cytométrie de flux, ainsi que leur
manufacturier, isotype, espèce, clone et fluorochrorne auquel ils sont conjugués.
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Extraction d’ARN
Les échantillons de tumeurs et de tissus sains du rein ont été conservés dans le
RNAlater (Sigma), afin de stabiliser et de prévenir la dégradation de l’ARN (figure 6b et c).
Les spécimens ont été homogénéisés par désagrégation mécanique à l’aide du
« Medimachine » selon les instructions du manufacturier. L’ARN a été extrait selon le
protocole de Qiazol (Qiagen; GmbH; Hjiden, Germany), puis ensuite purifié à l’aide du «
RNeasy mini oit micro kit» (Qiagen) seln les instructions du manufacturier.
Reverse transcriition (RT)
L’ADNc a été synthétisé à partir de l’ARN (1 tg) à l’aide des amorces oligo-dT
(Invitrogen) ou «random hexamer» (Operon Biotechnologies; Huntsville, Alabama, USA)
et du kit « Omniscrzt RT » (Qiagen) sous les conditions du manufacturier. L’ADNc
synthétisé avec les amorces oligo-dT a été utilisé pour normaliser l’expression de notre
gène d’intérêt, soit le TGF-Œ, avec l’expression des gènes de référence, soit la f3-actine- et
la RNA polymérase II. Cependant, puisque l’ARN codant pour la sous-unité 18S du
ribosome ne contient pas de queue poly-A, l’ADNc synthétisé avec le «random hexamer»
a été utilisé pour normaliser l’expression du TGF-Œ avec l’expression du gène de référence,
soit la sous-unité 18S du ribosome.
PCR quantitative en temps réel
Les réactions de PCR quantitative en temps réel ont été faites à partir de 10 ng
d’ADNc dans un volume de 25 pi. Les amorces et les sondes pour quantifier les gènes du
TGF-Œ et de la RNA polymérase II proviennent du « QztantiTect custom assav kit »
(Qiagen), alors que celles pour quantifier les gènes de la f3-actine et de la sous-unité 18S du
ribosome proviennent du « QuantiTect Gene Expression Assay kit » (Qiagen) (les
séquences sont listées dans le tableau III). Les amorces et les sondes sont utilisées à une
concentration finale de iX, mais la concentration en unité n’est pas dévoilée par le
fabriquant. La Taq ADN polymérase et le tampon proviennent du « QuantiTect Probe PCR
Master mix » (Qiagen). Ils sont utilisés à une concentration finale de lX, mais la
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concentration en unité n’est pas dévoilée par le fabriquant. Les conditions
d’amplification sont les suivantes pour les quatre gènes étudiés 15 min à 95°C, puis 25-40
cycles (selon le gène) 15 sec à 94C, 30 sec à 56°C et 30 sec à 76°C. La quantification a
été effectuée sur le « Rotor Gene » (Corbett Research; Sydney, Australia) et l’expression
relative du TGF-Œ a été calculée à. l’aide de la formule d’expression relative établi par Dr
Michael W. Pfaffl234’235 : /
— CP TGF-ct(contrôle-échantillon) ACP référence(contrôle-échantillon)Ratio
— (ETGF_Œ) / (Eréférence)
Le ratio d’expression relative a été calculé à partir de l’expression du TGf-Œ dans
des échantillons par rapport à un contrôle, dans notre cas la lignée de cancer du rein A498.
Plus spécifiquement, c’est la différence (ACP) entre le moment où la fluorescence d’un
échantillon et celle du contrôle croise le seuil établi. Cette équation permet de normaliser le
ratio par rapport à l’expression d’un gène de référence et elle tient compte également de
l’efficacité (E) des réactions de PCR des deux gènes, calculée à partir de la courbe standard
préparée avec l’ADNc de la lignée de cancer du rein 786-0. Tous les échantillons ont été
testés en duplicata dans au moins deux expériences indépendantes.
46
Gènes Séquence des amorces et des sondes
TGF-u amorce sens: 5’-CAGATTCCCACACTCAGTT-3’
amorce anti-sens: 5 ‘-TACCCAGAATGGCAGACACA-3’
sonde: 5’ -(Ectispe Dark Quencher)-GCAGGAGGACAAGCCAG-(FAM)-3’
B-actine Les amorces et la sonde proviennent du kit « QuantiTect Gene Expression
Assay » (Qiagen). Le fabriquant valide leur bon fonctionnement, mais ne
dévoile pas leur séquence.
RNA amorce sens: 5’-CGTCCAATGACATTGTGGAG-3’
polymérase II amorce anti-sens: 5’-ACAGGTCATGGTATCACACAAG-3’;
sonde: 5 ‘-(Eclispe Dark Qttencher)-ATTACCGACACTTGGCT-(FAM)-3’
sous-unité l$S Les amorces et la sonde proviennent du kit « QziantiTect Gene Expression
du ribosorne Assai’ » (Qiagen). Le fabriquant valide leur bon fonctionnement, mais ne
dévoile pas leur séquence.
Tableau III: Amorces et sondes utilisées en PR quantitative en temps réel.
Voici les séquences des amorces et des sondes utilisées pour quantifier l’expression du
TGF-Œ normalisée avec les gènes de référence suivants : j3-actine, RNA polyrnérase II et
sous-unité 18S du ribosorne.
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Chargement des CPA avec des antigènes exogènes
Huit peptides dérivés du pro-TGf-Œ, d’une longueur de 20 acides aminés, puis se
chevauchant tous de 10 acides aminés, ont été synthétisés (figure 7) (Alpha Diagnostic
International, San Antonio, TX; Service de synthèse de peptides de l’Est du Québec, Centre
Hospitalier de l’Université Lavai, Québec, Qc (peptide 81-100 seulement); GL Biochem,
Shanghai, Chine (peptide 121-140 seùlement)). Les peptides ont été reconstitués dans le
DMSO à une concentration finale de 25 mM, à l’exception des peptides 91-1 10 et 111-130
qui sont à 12,5 mM et le peptide 101-120 qui est à 6,25 mM, dû à leur solubilité. Les
CD4O-B ont été chargés dans du milieu complet pour CD4O-B additionné de 500 ng/mÏ
CD4OL à 1X106 cellules/mÏ, alors que les EBV-B ont été chargés dans du RPN’II 1640
additionné de 10% fBS, 2 mM L-glutamine, 100 U/mÏ péniciliine/streptomycine et 10
jig/mÏ gentamicine également à 1X106 cellules/mÏ. Le TGF-Œ mature recombinant
(PeproTech) ou les peptides du TGf-Œ ont été ajoutés à une concentration finale de 10
cg/mÏ pour la protéine et de 6-115 iM pour les peptides, selon leur solubilité. Les cellules
ont été incubées pendant 16-20 h avant d’être lavées. Lors de certains essais de
reconnaissance, les CD4O-B ont été incubés pendant 20 min avec 40-80 tg/mt d’anticorps
anti-CMH de classe I (W6/32), anti-CMH de classe 11(1V A12) ou anti-HLA-DR (H355),
avant d’être co-cultivés avec les cellules effectrices. Il est à noter que les CD4O-B ont été
utilisés pour les essais de stimulation et les essais de reconnaissance, alors que les EBV-B
ont été utilisés pour les essais de reconnaissance seulement.
4$
Séquence signal TGf-cc Région Région
potentielle mature transmembranaire cytoplasmique
1-23 40-$9 99-124 125-160
Jr J’ J’
71-90 111-130
81-100 121-140
91-110 131-150
101-120 141-160
Peptides synthétisés
figure 7: Peptides synthétiques dérivés du pro-TGF-a
Les huit peptides synthétisés couvrent une section du TGF-Œ mature, la région
transmembranaire et la région cytoplasmique du pro-TGf-Œ.
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Stimulation de lymphocytes T parmi les TIIC
Une fois les TIIC isolées de la tumeur (figure $a), 4,2-5X104 cellules ont été
stimulées avec 5X104 PBMC autologues irradiées (5 000 rads), 500 ng/mt CD4OL et un des
peptides synthétiques (12,5-50 p.M) ou protéine mature (10 tg/ml) du TGF-Œ, dans 100 pi
de milieu complet pour lymphocytes T dans un puits d’une plaque à 96 puits. Si les TIIC
étaient congelées, les PBMC irradiées ont alors été remplacées par des CD4O-B autologues
chargés pendant 16 h. Au jour 5, 300 UI/mÏ d’IL-2 ont été ajoutés, puis au jour 7, les
cultures ont été re-stimulées avec 5X104 CD4O-B chargés pendant 16 h et 250-500 ng/rnl
CD4OL. À tous les 2-3 jours, 150-300 UI/ml d’IL-2 ont été ajoutés. Finalement, l’essai de
reconnaissance a été fait au jour 19-20.
Stimulation de lymphocytes T périphériques
Les PBMC de patients atteints du cancer du rein ont été décongelées, puis
distribuées dans 5 ou 8 puits d’une plaque à 96 puits pour chacun des peptides ou protéine
du TGf-Œ, à une concentration de 1,2-1,5X105 cellules dans 100 p] de milieu complet pour
lymphocytes T additionné de 500-590 ng/ml CD4OL. La protéine mature ou un des
peptides du TGf-u ont été ajoutés aux PBMC à une concentration de 6-10 tg/rn1 pour la
protéine et de 7-60 tM pour les peptides, selon leur solubilité (figure 8c). Au jour 8-15, les
cellules ont été re-stimulées avec le même peptide ou protéine présenté par des CD4O-B (17
000-55 000 cellules) qui ont été chargés pendant 16 h. Par la suite, 150-300 UI/rnl d’IL-2
ont été ajoutés aux cellules T à tous les 2-3 jours. L’essai de reconnaissance a été fait au
jour 16-27.
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Figure 8: Stimulation des PBMC ou des TIIC avec des peptides synthétiques dérivés du
TGF-c afin d’identifier des lymphocytes Tspécfiques au TGf-c
a) Les hIC sont co-cultivées avec des PBMC autologues irradiées et un des peptides ou la
protéine TGf-a, afin que les CPA parmi les PBMC ou les TIIC présentent le peptide aux
lymphocytes T parmi les hIC. Les lymphocytes T parmi les TIIC qui reconnaissent le
peptide présenté par les CPA deviennent activés, prolifèrent et sécrètent des cytokines, dont
l’IFN-y et le GM-CSF. Au jour 8, les hIC sont re-stimulées avec des CD4O-B chargés
avec le même peptide du TGf-a, puis au jour 19-20, l’essai de reconnaissance se fait sur la
base de sécrétion d’IfN-y ou de GM-CSF.
b) Les hIC sont cultivées selon le protocole de REP, afin de favoriser l’expansion non
spécifique des lymphocytes T. Après 2-3 semaines de culture, un grand nombre de
lymphocytes T est disponible pour un essai de reconnaissance sur la base de sécrétion
d’IFN-y ou de GM-CSf.
c) Les PBMC sont co-cultivées avec un des peptides ou la protéine TGf-Œ, afm que les
CPA présentent le peptide aux lymphocytes T. Au jour 8, les PBMC sont re-stimulées avec
des CD4O-B chargés avec le même peptide du TGF-Œ, puis au jour 16-27, l’essai de
reconnaissance se fait sur la base de sécrétion d’IfN-y ou de GM-C$f.
PBMC
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Essai de reconnaissance
La spécificité des lignées de lymphocytes T pour le TGF-cc a été évaluée sur la base
de sécrétion de cytokines. La sécrétion d’IFN-y est détectée par ELISPOT ou ELISA, alors
que la sécrétion de GM-CSf est détectée par ELISA seulement. Lors dLt premier essai de
reconnaissance des stimulations de lymphocytes T périphériques, 100 pi de lymphocytes T
ont été co-cultivés avec 3-5X104 t%D40-B ou EBV-B chargés avec les peptides ou ta
protéine mature TGf-Œ. Dans tous les autres cas, l’essai de reconnaissance a été fait avec
5X104 lymphocytes T (ou moins lorsque le nombre de cellules est limité) et 5X104 CD4O-B
ou EBV-B chargés avec les peptides ou la protéine mature TGf-a. Les cellules effectrices
et les CPA ont toujours été préalablement lavées dans du PBS, puis co-cultivées dans un
volume de 100 tl de milieu complet pour lymphocytes T dans le cas d’une plaque à 96
puits ELISPOT, ou dans un volume de 200 pi dans le cas d’une plaque à 96 puits à fond
plat. Les cellules ont été incubées 16-20 h.
ELISPOT
Les plaques à 96 puits (MultiScreen-HTSTM et MultiScreen®-IP; Millipore;
Bedford, MA) ont été incubées pendant 16-1$ h à 4°C avec un anticorps monoclonal anti
IFN-y (5 tg/mÏ, Mabtech; Stockoim, Sweden). Au jour suivant, les plaques ont été lavées
avec du PBS, puis bloquées avec du milieu complet pour lymphocytes T pendant 2 h à
37°C. Ensuite, les cellules effectrices ont été distribuées dans les pctits à 50 pJ/puits. Après
1 h, les CD4O-B ou EBV-B ont été ajoutés aux cellules effectrices (50 pi/puits), puis
incubés pendant 16-18 h. Le lendemain, les surnageants ont été récoltés et congelés à
—
20°C pour évaluer la sécrétion de GM-CSf par ELISA, alors que les plaques à ELISPOT
ont été lavées avec du PBS/0,01% Tween 20 (Sigma), puis incubées 2 h à 37°C avec un
anticorps monoclonal biotinylé anti-IfN-y (2 tgImÏ, Mabtech) filtré (0,22 tm).
f inalement, les plaques ont été de nouveau lavées, puis incubées avec la Streptavidine-HRP
(dilué 1:100 ou 1 :1000, Mabtech) à la température ambiante. Après 45 mm, les plaques ont
été lavées avec du PBS/0,01% Tween 20 et ensuite avec du PBS seulement, puis les spots
ont été révélés à l’aide du substrat 3-amino-9-éthyl-carbazole (AEC) (Sigma). Une fois les
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plaques séchées, le nombre de spots a été évalué à l’aide de l’appareil « ImrnttnoSpot »
(Cellular Technology Ltd., Cleveland, OH).
ELISA
Les plaques à 96 puits à fond plat «MaxiSorp» (Nalge Nunc International,
Rochester, NY) ont été incubées pend?nt une nuit à 4°C avec un anticorps monoclonal anti
IfN-y ou anti-GM-CSf (0,4 tg/ml; Endogen, Rockford, IL). Les plaques ont été lavées
avec du P3S/0.5% Tween 20, puis ensuite bloquées 30 min avec du PBS/5%FBS. Les
plaques ont été à nouveau lavées, puis l’anticorps secondaire biotinylé (IFN-y = 0,2 tg/rnÏ;
GM-CSf = 1,4 ig/ml) (Endogen) ainsi que les sumageants à évaluer ont été ajoutés à la
plaque. Après 90 min d’incubation à la température ambiante, les plaques ont été lavées et
incubées avec la Poly HRP2O-streptavidine à 0,25 tg/ml (Research Diagnostic mc;
Concord, MA) pendant 3 0-45 mm, puis révélées avec un substrat TMB (Neogen,
Lexington, KY) et du H2S04 2N. La densité optique a été lue à 450 nm avec le «Versarnax
microptate reader» (Molecular Device, Sunnyvale, CA).
Clonage HLA-DR 1*0402 et HLA-DR 1*1305
Les gènes HLADR31*0402 et HLADR3l*1305 ont été amplifiés par RT-PCR
standard à l’aide de la «Platinum Ffx DNA polymérase » (Invitrogen) à partir de I’ADNc
du patient #8. Séquence des amorces utilisées: HLADR31*0402 sens:
CACCATGGTGTGTCTGAAGTTCCCTGG; HLA-DR3 1*0402 anti-sens:
TCAGCTCAGGAATCCTGTTGGC; HLA-DRr3 * 1305 sens:
CACCATGGTGTGTCTGAGGCTCCCTGG; HLA-DRÇ3 1 * 1305 anti-sens:
TCAGCTCAGGAATCCTCTTGGC. Le produit d’amplification a été détectée par
migration sur un gel d’agarose 1,5% marqué au bromure d’éthidium. La bande de la taille
attendue, c’est-à-dire 800 ph, a été découpée du gel, puis purifiée sur colonne selon le «
GfX PCR DNA and Gel Band Purification kit > (Amersham Biosciences;
Buckinghamshire, UK). Le produit de PCR a ensuite été cloné dans le vecteur d’expression
pcDNA3.1 selon les instructions du «pcDNA3.1 Directional TOPO Expression kit»
(Invitrogen). L’insertion des gènes HLADRpÏ*0402 et HLADRf31* 1305 dans le vecteur
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a été confirmée par PCR, alors que la séquence exacte des gènes a été vérifiée par
séquençage.
Transfection et nucléofection
Le jour précédent la trinsfection, 1-1,5X105 cellules HEK-293T HLADRpl*040l
ou HLADRf31*0101 ont été cultivée dans des plaques à 12 puits. Les cellules ont été.
transfectées avec les plasmides pcDNA3. 1/HLA-DRf3 1*0402, pcDNA3. Ï /HLA
DRf31*1305, pcDNA3.1/GFP ou pcDNA3.1/TGf-Œ selon les instructions du kit
«Lipofectamiie Phis Reagent» (Invitrogen). Dans d’autres expériences, ces cellules, ainsi
que des CD4O-B allogéniques ont été nucléofectés avec les mêmes plasmides à l’aide du
«Human B ceti nucleofector kit» (Amaxa Biosystems; Gaithersburg, MD). Lors de ta
nucléofection, 1-3X106 cellules ont été lavées dans du PBS, puis re-suspendues dans 100 p1
de solution Amaxa. Les cellules ont été nucléofectées avec 2 ig de plasmide, puis mises en
culture à iX 106 cellules/mÏ. Nous avons regardé les cellules transfectées ou nucléofectées
avec pcDNA3.1/GFP au microscope à fluorescence ou en cytornétrie du flux, afin de
confirmer que chaque expérience de transfection ou de nucléofection a fonctionnée.
Analyses statistiques
L’existence d’une association entre l’expression du TGF-u et les facteurs clinico
pathologiques, ainsi que des différences entre les TIIC et les PBMC, ont été testés avec les
tests paramétriques suivants: t-test si deux groupes indépendants et test d’analyse de
variances à un facteur si plus de deux groupes. Le test Levene a toujours été préalablement
effectué afin d’assurer l’homogénéité de variance. Dans les cas où les variables n’étaient
pas homogènes, les valeurs ont été transformées en log ou encore en racine carrée. Dans le
cas de l’association de l’expression du TGf-Œ dans les tumeurs et les tissus normaux du
rein autologue, le test paramétrique suivant a été effectué : t-test en séries appariées. Les
tests statistiques utilisés ont été choisis avec l’aide de M. Robert Boileau, bio-statisticien au
CHUM. Tous les tests statistiques ont été effectués avec le logiciel « SPSS 13.0 » pour
Windows (LEAD Technologies, Chicago, IL). Les valeurs de p<0.05 ont été considérées
statistiquement significatives.
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CHAPITRE 3 RÉSULTATS
3.1 Étude des populations de cellules immunitaires qui infiltrent les cancers du rein
Il a déjà été démontré que les RCC sont davantage infiltrés par des lymphocytes
comparativement à d’autres types de cancers95 et que parmi ces lymphocytes, il semble y
avoir une expansion clonale de lymphôcytes T qui pourraient être spécifiques à la tumeur et
ainsi participer à la réponse immunitaire anti-tumorale96’97. Notre objectif est d’identifier
les différentes populations de TIIC qui infiltrent les RCC et de caractériser le phénotype
naïf ou mémoire, ainsi que le degré d’activation des lymphocytes T.
3.1.1 Phénotype des lymphocytes T
Des analyses par cytométrie de flux à quatre couleurs ont été utilisées pour
comparer l’immuno-phénotype des PBMC et des TIIC de patients atteints du cancer du
rein. Les analyses ont été réalisées en ciblant les cellules de la région Ri établie selon la
granulosité (side scatter SSC) et la taille (forward scatter = FSC) des cellules (figure 9a).
Un marquage au 7-AAD a permis d’exclure les cellules mortes (figure 9b).
Les tumeurs du rein analysées sont caractérisées par une infiltration de lymphocytes
T, dont des cellules CD3CD4CD$ et CD3CD4CD$ (figure 9c). Cependant, le ratio
CD3CD4CD8/CD3CD4CD8 est plus élevé dans les PBMC que dans les TIIC
(3,02±2,51 et 1,13±0,87, p = 0,02) (figure 9d). Le ratio CD3CD4CD8/CD3CD4CD8
est particulièrement élevé dans les PBMC du patient #28 (représenté par un point jaune),
donc si nous excluons ce patient, l’écart type est diminué et la différence entre le ratio des
PBMC et celui des TIIC demeure significative (p = 0,004).
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figure 9: Étude des lymphocytes T CD3CD4CDK et CD3CD4CD8 parmi les PBMC
et les TIIC.
a) Nuage de points FSC/$$C des PBMC et des TIIC enrichies.
b) Nuage de points CD417-AAD des PBMC et des hIC ciblé sur la région Ri. La région
R2 correspond aux cellules vivantes.
e) Nuage de points CD4/CD$ des PBMC et des TIIC enrichies ciblé sur la région Ri et R2.
Le pourcentage d’événement dans chaque quadrant est indiqué dans le coin supérieur droit
de chaque nuage de points.
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d) Le ratio CD3CD4CD$/CD3CD8CD4 de chaque patient est représenté par un
point de couleur différente, alors que la moyenne des PBMC et des TIIC est représentée par
une ligne rouge horizontale.
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Nous avons ensuite étudié le phénotype des lymphocytes T CD4 et CD8 parmi
les PBMC et les TIIC. Les premiers marqueurs de surface .étudiés ont été CD45RA et
CD45RO, permettant de différencier entre un phénotype naïf et mémoire, respectivement.
Pour ce qui est des lymphocytes T CD4, le pourcentage des cellules CD45RA est plus
élevé dans les PBMC que dans les TIIC (40,65±14,06% et 6,37±5,55%) alors qcie le
pourcentage de cellules CD45RO est plus faible dans les PBMC que les TIIC
(36,16±15,95% et 68,64±22,67%, p 0,005) (figure lOa et b). Cette observation se
reproduit pour les lymphocytes T CD (CD45RA : 62,23±18,56% et 28,80±23,48%, p
0,007; CD45RO: 14,63±5,51% et 38,22±22,23%, p = 0,013) (figure 10e).
Nous avons également étudié des sélectines, comme le CD62L, et des récepteurs de
chémokines, comme le CCR7, à la surface des lymphocytes T. Le CD62L est impliqué
dans la localisation des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques périphériques, alors
que la co-expression de CCR7 semble nécessaire pour leur migration dans la région des
lymphocytes T des ganglions lymphatiques236238. En comparaison avec les PBMC, les
lymphocytes T CD4 parmi les TIIC expriment moins de CD62L et également moins de
CCR7 (CD62L: 70,42±25,62% et 25,73±19,91%, p = 0,015; CCR7*: 54,69±24,11% et
23,09±21,32%, p = 0,015; CD62LCCRT: 57,20±21,57% et 14,86±12,14%, p = 0,014)
(figure lOd et e). En ce qui concerne les lymphocytes T CD8, le pourcentage de cellules
CCR7 est le même parmi les TIIC et les PBMC, alors que le pourcentage de cellules
CD62L est plus élevé dans les PBMC, mais pas de façon significative (CD62L:
43,21±26,46% et 15,83±17,18%; CCR7: 21,51±11,98% et 21,10±21,72%;
CD62LCCR7: 27,12±21,60% et 6,98±7,6%) (figure 10f).
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Figure 10: Phénotype mémoire et naïfdes lymphocytes T CD4 et CD8.
a) Nuage de points CD45RAJRO représentatif des PBMC et des TIIC enrichies ciblé sur les
cellules CD4. Les cellules intermédiaires exprimant faiblement CD45RA ou CD45RO
sont exclues.
Graphique représentant le log du ratio CD45RO/CD45RA parmi les cellules b) CD4 et
c) CD8. Nous avons choisi de représenter le log du ratio CD45ROt’CD45RA, afin de
mieux visualiser les points dont le ratio est <1.
d) Nuage de points CCR7/CD62L représentatif des PBMC et des hIC enrichies ciblé sur
les cellules CD4. Le pourcentage d’évènements dans chaque quadrant est indiqué dans le
coin supérieur droit de chaque nuage de points.
Graphique représentant le pourcentage de cellules CCR7 et CD62L parmi les cellules e)
CD4 et f) CD$.
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Finalement, nous avons regardé deux marqueurs d’activation à la surface des
lymphocytes T, soit HLA-DR qui est une molécule de classe II du CMH et CD25 qui est la
chaîne Œ du récepteur de haute affinité de I’IL-2. Le pourcentage de cellules CD3HLA-
DR est remarquablement faible dans les PBMC comparativement aux TIIC
(14,01±12,26% et 72,28±12,28%, p<O,OOl) (figure lia et b). Pour les patients #7 et #8,
nous avons évalué si c’était davantage les lymphocytes T CD4 ou CD8 qui étaient FILA
DR. Dans les deux cas, les cellules CD4 et CD$ expriment des niveaux semblables de
HLA-DR. Le CD25 est un autre marqueur d’activation, mais sa forte expression (CD25h11)
est également un marqueur de lymphocytes T CD4 régulateurs (Yreg). La proportion de
lymphocytes TCD4 et CD$ qui sont CD25 ou CD25h est semblable parmi les PBMC
et les TIIC (CD4CD25: 22,90±9,00 et 29,76±18,54; CD4+CD25h1: 3,79±2,00 et
5,63±5,68; CD8CD25: 8,23±8,83 et 9,70±10,10; CD8CD25’: 1,14±1,82 et
1,50±2,30) (figure 1 Ic).
En conclusion, comparativement aux PBMC, les lymphocytes T qui infiltrent les
tumeurs sont davantage CD45RO, CD62L, CCRT, HLA-DR et une certaine sous
population sont CD25. Par conséquent, un plus grand nombre de TIIC possèdent un
phénotype mémoire.
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Figure J]: Étude des marqueurs d’activation des lymphocytes T CD4 et CD8t
a) Nuage de points CD3IHLA-DR représentatif des PBMC et des hIC enrichies ciblé sur
les cellules CD3. Le pourcentage d’évènements dans chaque quadrant est indiqué dans le
coin supérieur gauche de chaque nuage de points.
b) Le pourcentage de cellules CD3HLA-DR est plus faible dans les PBMC que les hIC.
Chaque patient est représenté par un point de couleur différente, alors que la moyenne des
PBMC et des TIIC est représentée par une ligne rouge horizontale.
c) Nuage de points CD4/CD25 représentatif des PBMC et des TIIC enrichies. Le
pourcentage d’évènements dans chaque quadrant indiqué dans le coin supérieur droit de
chaque dot plot est ciblé sur la région R2. La région R4 est ciblée sur les Treg qui expriment
CD25.
ç-,o-,
3.1.2 Caractérisation des autres populations cellulaires CD3
Parmi les TIIC, nous avons observé la présence de deux autres populations de cellules
CD3. D’abord, des cellules CD4CD$ ont été retrocivées parmi les PBMC à une
fréquence plus faible que parmi les TIIC (1,47±1,62% et 5,18±3,86%, p = 0,01) (figure
12a). Deuxièmement, nous savons observé autant parmi les PBMC que les TIIC une
population de cellules CD3CD4CD8T (3,26±1,69% et 4,71±3,12%) (figure 12b et c). Ce
qui est intéressant, c’est que le pourcentage de cette population est semblable dans les
PBMC et les TIIC du même patient. Cette population pounait être associée à des
lymphocytes T TCRy ou à des cellules NKT.
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Figure 12: Caractérisation des autres populations cellulaires CD3t
a) Le pourcentage de cellules CD4CD8 est plus faible dans les PBMC que dans les TIIC.
Chaque patient est représenté par un point de couleur différente et la moyenne des PBMC
et des TIIC est représentée par une ligne rouge horizontale.
b) Nuage de points CD4/CD$ représentatif des PBMC et des TIIC enrichies ciblé sur les
cellules CD3. Le pourcentage d’évènements dans chaque quadrant est indiqué dans le
coin supérieur droit de chaque nuage de points.
c) Graphique représentant la proportion de cellules CD3CD4CDW parmi les PBMC et les
TIIC. *Les PBMC du patient #13 n’ont pas été analysées.
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3.1.3 Caractérisation des autres leucocytes
Finalement, nous avons évalué si les tumeurs du rein étaient infiltrées par d’autres
populations de leucocytes, comme par exemple des lymphocytes B et des cellules NK.
Nous avons observé la présence de cellules CD19HLA-DR, soit des lymphocytes B, dans
des proportions similaires parnli les PBMC et les TIIC (4,02+3,75% et 3,10+2,71%) (figitre
13a). Il est à noter que les pourcentages de lymphocytes B parmi les PBMC et les hIC
sont inférieurs à ceux parmi les PBMCde donneurs normaux (11,8±4,6%) rapportés dans la
littérature239.
Les tumeurs du rein sont également caractérisées par une infiltration de deux
populations distinctes de cellules NK, soit les CD56mCD16+CD3 et les
CD3. La première population est reconnue pour ses capacités cytotoxiques, alors que la
deuxième joue un rôle dans la sécrétion de nombreuses cytokines. Les NK
dim + - .CD56 CDY6 CD3 sont retrouves a des niveaux semblables parmi les PBMC et les TIIC
(20,03±13,46% et 17,50±20,06%) (figure 13b et e), alors que les NK
sont moins abondants dans les PBMC (0,70±0,74% et 6,43±5,17%, p = 0,00 1) (figure 13d).
Les pourcentages des différentes populations de cellules immunitaires parmi les TIIC
et les PBMC sont récapitulés dans le tableau IV.
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figure ]3. Infiltration de lymphocytes 3 et de cellules NK
a) Nuage de points CD 1 9/HLA-DR des PBMC et des TIIC enrichies ciblé sur la région Ri.
Le pourcentage d’évènements dans chaque quadrant est indiqué dans le coin inférieur droit
de chaque dot plot.
b) Nuage de points CD56/CD16 des PBMC et des hIC enrichies ciblé sur la région Ri. Le
pourcentage d’évènements dans chacune des deux populations de cellules NK est indiqué
pour chaque nuage de points.
Les cellules c) NK CD56dtmCD16+CD3 et d) NK CD56bttCD16CD3 parmi les PBMC et
les TIIC. Chaque patient est représenté par un point de couleur différente et la moyenne
des PBMC et des TIIC est représentée par une ligne rouge horizontale.
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P3MC TIIC
______________________________________
n = Écart-type % Écart-type
________
CD3CD4CD8 9* 35,69 10,69 20,39 16,51 Q4j
CD3”CD4CD8 9* 14,66 5,09 26,43 19,77 >0,05
ratio CD3*CD4*CD8/CD3CD4CD8+** 9* 3,02 2,5! 1,13 0,87
CD4CD45RA (% des CD4) 8 40,65 14,06 6,37 5,55 >0,05
CD4CD45RO”(% des CD4j 8 36,16 15,95 68,64 22,67
CD8CD45RA (% des CD8j 8 62,23 18,56 28,80 23,48
CD8CD45RO (% des CD8j 8 14,63 5,51 38,22 22,23 Qj
CD4”CCR7 (% des CD4”) 8 54,69 24,11 23,09 21,32 L5
CD4CD62L (% des CD4”) 5 70,42 25,62 25,73 19,91
CD8CCR7” (% des CD8”) 8 21,51 11,98 21,10 21,72 >0.05
CD$CD62L (% des CD8j 5 43,2! 26,46 15,83 17,18 >0,05
CD3’CD62L (% des CD3j 3 68,81 14,43 19,9! 2,23 QQ4
CD4CCR7bCD62L (% des CD4) 4 57,20 21,57 14,86 12,14 0,014
CD8CCR7CD62L (% des CD8j 4 27,12 21,60 6,98 7,60 >0,05
CD3HLA-DR (% des CD3j 8 14,01 12,26 72,28 12,28 <0,000
CD41-1LA-DR (% des CD4) 2 24,79 14,33 65,69 20,04
CD81-ILA-DR” (% des CD8) 2 36,04 19,54 75,56 17,52
CD4CD25 8 8,54 4,1 5,97 1,29 >0,05
CD4CD25” (% des CD4j 8 22,90 9,0 29,76 18,54 >0,05
CD4CD25h1sh 8 1,33 0,9 1,10 0,67 >0,05
(% des CD4j 8 3,79 2,0 5,63 5,68 >0,05
CD8CD25” 8 1,07 1,00 1,9 1,6 >0,05
CD8CD25” (% des CD8”) 8 8,23 8,83 9,7 10,1 >0,05
CD8CD25’5 8 0,24 0,36 0,2 0,3 >0.05
CD8CD255 (% des CD8j 8 1,14 1,82 1,5 2,3 >0,05
CD8CD4 9* 1,47 1,62 5,18 3,86
CD3CD4CD8 9* 3,26 1,69 4,7! 3,12 >0,05
CD19DR 7 4,02 3,75 3,! 2,7! >0,05
CD16+CD56dCD3 6 20,03 13,46 17,50 20,06 >0,05
CDI6-CD56SriSIStCD3- 6 0,70 0,74 6,43 5,17 0,001
Tableaït IV: Récapitulatifdes dffe’rentes populations de cellules immunitaires parmi les
PBMC et les TIIC.
À moins d’avis contraire, les pourcentages sont ceux de toutes les cellules de la région R2,
telle que définie dans la figure 3a. *n = 9 pour les TIIC, mais n = $ pour les PBMC. **Le
ratio CD3CD4CD8/CD3CD4CD$ a été calculé à partir de la moyenne des ratios.
***Aucijn test statistique n’a été effectué puisque le nombre d’échantillons est trop petit (n
= 2).
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3.1.4 Tumeur bénigne et tissu normal du rein
Nous avons eu la chance d’avoir une tumeur rénale bénigne de type angiomyoliporne.
Nous avons réussi à extraire assez de TIIC pour faire une analyse complète par cytornétrie
de flux. Parmi les TIIC, la seule différence retrouvée est qu’il y a beaucoup plus de cellules
NK dans la tumeur bénigne que dans les 6 tumeurs malignes
analysées dans la section 3.1.3 (20,$7°4 et 6,43±5,17%). En ce qui concerne les PBMC du
patient atteint de la tumeur bénigne, le pourcentage de lymphocytes T CD3CD4TD$ et
+
- + . ,.
.
. + +
- oCD3 CD4 CD$ est inferieur a celui des tumeurs malignes (CD3 CD4 CD8 : 17,49/0 et
35,69±10,69%; CD3CD4CD8: 5,86% et 14,66±5,09%), mais le ratio CD3CD4CD8
/CD3CD4CD$ demeure le même (2,98 et 3,02±2,51). Ces observations sont très
intéressantes puisqu’elles pourraient refléter des différences de populations infiltrant les
tissus bénins et cancéreux, mais un nombre plus élevé d’échantillons bénins serait
nécessaire pour tirer des conclusions.
Nous avons tenté de faire les mêmes analyses à partir des tissus normaux du rein des
patients #3 1, #34 et #35, mais ces tissus ne semblent pas infiltrés par un grand nombre de
cellules immunitaires même si les échantillons de tissus normaux étaient de volume et de
masse supérieurs aux tumeurs (figure 14).
a) patient
#3 1
Ç)
C,,
b) patient
#34
c) patient
#35
î:
CD4
FSC —‘b CD4
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Figure 14: Étude des cellules immunitaires infiltrant les tissus normaux du rein
a) patient #3 1, b) patient #34, c) patient #35. À gauche, nuage de points f$C/SSC des
cellules immunitaires infiltrant les tissus normaux du rein. À droite, nuage de points
CD4/CD3 ciblé sur la région Ri.
FSC
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3.2 Profil d’expression du TGF-Œ
Les tumeurs VHL1’RCC possèdent des mutations au niveau du gène VHL qui
affectent les fonctions du pVHL. Le pVHL n’est alors plus capable de dégrader le HIF-Œ et
il y a transcription de divers gènes impliqués dans la réponse cellulaire à l’hypoxie, tels que
le VEGF et le TGF-a. La sur-expression subséquente du TGF-Œ provoque une boucle
autocrine où le TGF-Œ produit par les cellules VHL’RCC se lie à son récepteur, le EGFR,
à la surface des mêmes cellules,, menant à la formation des VHLRCC’66. Il a déjà été
démontré que le TGf-Œ est sur-exprimé dans les RCC comparativement aux tissus sains du
rein autologu&62’65 et nous avons également voulu confirmer ces observations à l’aide
d’une technique quantitative et moderne, soit le RT-PCR quantitatif.
3.2.1 Expression du TGF-Œ dans les tumeurs et tissus normaux du rein
3.2.1.1 Gènes de référence
L’ARN a été extrait de la tumeur et du tissu normal du rein autologue de 23
patients. Afin de choisir le meilleur gène de référence, par RT-PCR quantitatif nous avons
évalué l’expression de trois gènes de référence couramment utilisés, soit la 13-actine, l’ARN
polymérase II et la sous-unité i$S du ribosome. La figure 15 représente les graphiques de
la fluorescence en fonction du nombre de cycles. La -actine varie considérablement entre
les 13 tumeurs et tissus normaux autologues analysés. Les échantillons plus denses en
actine-13 croisent le seuil au même cycle que la 2e dilution (1:25) de la courbe standard,
alors que les échantillons l’exprimant faiblement sont à l’extérieur de la courbe standard
(<1:15 625). Pour ce qui est de l’ARN polymérase II, elle varie également beaucoup entre
les différents échantillons qui croisent le seuil aux mêmes cycles que la 2e (1:25) et la 6e
(1:15 625) dilution de la courbe standard. finalement, en ce qui concerne la sous-unité 18S
du ribosome, son expression semble relativement stable parmi les échantillons de tumeurs
et de tissus normaux, croisant le seuil aux mêmes cycles que la ire (1:5) et la 3e (1:125)
dilution de la courbe standard.
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a) f3-actine b) ARN polymérase II
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Figure 15: Évaluation de la fi-actine, de 1 ‘ARNpolymérase II et de la sous-unités 18$ du
ribosome comme gène de reférence.
Graphiques de la fluorescence (sur l’axe de l’ordonnée) en fonction du nombre de cycles
(sur l’axe de l’abscisse) pour a) la 13-actine, b) l’ARN polymérase II et c) la sous-unité 1 8S
du ribosome. Le graphique pour chaque gène testé représente la courbe standard en
duplicata (courbes bleues) préparée à partir de l’ADNc de la lignée de cancer du rein 786-O.
Chaque courbe standard est constituée de 6 points dilués d’un facteur de 5 (de 1:5 à
1:15625). Les graphiques du bas représentent 13 tumeurs et 13 tissus normaux du rein
autologue en duplicata (courbes rouges) qui superposent la courbe standard.
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3.2.1.2 Lignées cellulaires
Toujours par RT-PCR quantitative, nous avons par la suite évalué l’expression
relative du TGF-Œ dans des lignées cellulaires. Suite aux résultats décrits ci-dessus, la
sous-unité 18S du ribosome semble être le meilleur gène de référence, donc l’expression du
TGF-Œ a été normalisée avec lexpression de la sous-unité 18S du ribosome. L’expression
relative a été calculée à l’aide de la fo mule mathématique développée par Dr Michael W.
Pfaffl234 (figure 16a). La lignée de cancer du rein A498 (VHL’RCC) sur-exprime le TGF
&66,167 et a été utilisée comme contrôle dans cette équation donc son ratio = I.
L’expression du TGF-Œ dans cette lignée cancéreuse est diminuée d’un facteur de 2,5
lorsqu’elle est transfectée avec le gène VHL sauvage (colonne bleue pâle). La lignée KTCL
(VHLRCC) exprime également un niveau élevé du TGF-Œ, alors que le niveau
d’expression dans la lignée HeLa (VHL sauvage) est presque indétectable.
3.2.1.3 Échantillons cliniques
Nous avons par la suite évalué l’expression relative du TGf-a dans 23 échantillons
cliniques de tumeurs et de tissus normaux du rein autologue (figure l6a). En ce qui
concerne les échantillons cliniques du rein, nous observons que l’expression du TGF-Œ est
variable d’une tumeur à l’autre, allant d’un ratio de 0,004 à 2,4, alors qu’elle est plus stable
dans les tissus sains, allant d’un ratio de 0,009 à 0,289. De plus, la différence d’expression
du TGF-Œ entre les 22 tumeurs malignes (ratio moyen = 0,6 15) et tissus normaux (ratio
moyen = 0,092) est statistiquement significative (p = 0,003).
Parmi les 23 échantillons de tumeurs analysés, 17 d’entre eux sont des CCRCC, 3
sont des RCC chromophobes (patients #4, 7, 24), 2 sont des RCC papillaires (patients #5,
18) et I est une tumeur bénigne (patient #29). L’expression relative moyenne du TGF-u
dans les tumeurs CCRCC est de 0,780, alors que celle des autres tumeurs malignes est de
0,057 (p = 0,005) (figure 16h), ce qui n’est pas surprenant, puisque les mutations du gène
VHL n’ont été démontrées que dans les tumeurs CCRCC’20. De plus, la différence
d’expression du TGF-a entre les CCRCC et les tissus sains du rein autologue est
significative (p = 0,002) (figure 16c), mais celle entre les autres tumeurs malignes et les
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tissus sains du rein autologue n’est pas significative (figure 16d). Aucune corrélation n’a
pu être établie entre l’expression du TGF-Œ et le grade, ou la taille des tumeurs CCRCC.
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figure 16.- Expression relative du TGF-a dans les tumeurs et tissus normaux du rein.
a) Expression relative du TGf-Œ par rapport à la lignée de cancer du rein A498 (ratio = 1),
dans 23 tumeurs et tissus sains autologues. Les patients sont groupés selon l’histologie de
leur tumeur. Les 2 lignes rouges horizontales représentent le ratio moyen des échantillons
cliniques de tumeurs malignes et le ratio moyen des échantillons cliniques de tissus sains
autologues.
b) Le TGf-Œ est sur-exprimé dans les CCRCC comparativement aux autres tumeurs.
c) Le TGF-Œ est sur-exprimé dans les CCRCC comparativement aux tissus sains du rein
autologue.
d) Le TGF-Œ n’est pas sur-exprimé dans les autres tumeurs comparativement aux tissus
sains du rein autologue.
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3.2.2 Expression du TGF-Œ dans les organes vitaux
Le TGf-Œ est fortement exprimé dans les VKL’RCC, mais des niveaux faibles à
modérés du TGF-Œ ont été détectés dans quelques tissus normaux humains, tels que les
seins184, le cerveau185, les poumons’86, le système digestif187, les kératinocytes’8891, les
reins’62165’192 et les macrophages activés’93. Nous avons évalué l’expression du TGF-Œ
dans une banque d’ARN de 20 tissus iiôrmaux (figure 17). Tel que documenté, le TGf-Œ
est absent ou faiblement exprimé, dans les organes vitaux, comparativement à la lignée de
cancer du rein A498. L’organe exprimant le plus le TGf-Œ est le rein, avec un ratio de
0,045. Il est intéressant de comparer ce ratio avec celui des 23 échantillons cliniques de
reins normaux analysés dans la section précédente (3.2.1.3) qui ont un ratio d’expression
moyen de 0,103. Cette différence d’expression peut s’expliquer par le fait que les
échantillons de reins normaux recueillis dans notre étude proviennent de reins atteints d’une
tumeur donc des cellules tumorales peuvent avoir contaminé le tissu normal péri-tumoral.
Nous pouvons conclure que le TGf-Œ est absent ou faiblement exprimé dans les organes
vitaux, donc une immunothérapie dirigée contre cette protéine serait moins dangereux pour
la santé des patients traités.
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3.3 Immunogénicité du TGF-Œ
Plusieurs techniques ont permis l’expansion de lymphocytes T spécifiques à des
AT, soit à partir des PBMC sensibilisées in vitro par des cellules tumorales240, ou à partir
des T11C241’242. Plusieurs de ces études ont démontré que les lymphocytes T peuvent
reconnaître des épitopes d’AT présentés par les molécules de classe 1243,244 et de classe II du
cvIi—i245’246.
3.3.1 Recherche de lymphocytes T spécifiques pour le TGF-Œ parmi les TIIC
Il a déjà été démontré que les RCC sont davantage infiltrés par des lymphocytes
comparativement à d’autres types de cancers95 et que parmi ces lymphocytes, il semble y
avoir une expansion clonale de lymphocytes T qui pourraient être spécifiques à la tumeur et
ainsi participer à la réponse immunitaire anti-tumorale96’97. En effet, des lymphocytes T
cytotoxiques spécifiques pour des cellules RCC ont été identifiés parmi les TIIC de certains
patients247249. Dans le cadre de mon projet de maîtrise, j’ai recherché des lymphocytes T
spécifiques pour le TGF-Œ parmi les TIIC.
Les tumeurs du rein de trois patients ont été homogénéisées, les TIIC ont été
extraites par centrifugation, puis stimulées in vitro deux fois avec un des huit peptides
synthétiques ou la protéine mature du TGF-a. (figure 8a). Ces peptides sont dérivés du
précurseur du TGF-Œ (pro-TGF-Œ), ont une longueur de 20 acides aminés, puis se
chevauchent tous de 10 acides aminés (figure 7). Après environ trois semaines de culture,
nous avons fait un essài de reconnaissance, afin de vérifier la présence de lymphocytes T
capables de reconnaître le TGf-Œ. Lors de l’essai de reconnaissance, chacune des lignées
de lymphocytes T est co-cultivée avec des CPA autologues chargées avec le peptide
d’intérêt (le peptide avec lequel la lignée a été stimulée) et avec des CPA chargées avec un
peptide contrôle, donc un autre peptide du TGf-Œ avec lequel la lignée n’a pas été stimulée.
Nous avons évalué la sécrétion d’IFN-y par ELISPOT, puis la sécrétion de GM-CSF par
ELISA. Les lignées ayant deux fois plus de cellules qui ont sécrété de l’IFN-y, donc deux
fois plus de spots que le contrôle négatif, et ayant au moins dix spots ont été considérées
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positives. Selon nos critères, la sécrétion de GM-CSF n’est pas obligatoire pour
considérer une lignée comme étant positive. —
Pour le patient #19, la lignée stimulée avec le peptide 101-120 du TGF-Œ a été
considérée positive lors de l’ELISPOT (figure l8a). À l’aide des anticorps bloquant les
CMH de classe I, les CMH de classe II ou les CMH de classe II HLA-DR à la surface des
CPA, nous avons démontré que le peptide 101-120 est présenté par les CMH de classe 11
(figure lsb). Même si la sécrétion d’IFN-y n’est pas tout à fait le double du contrôle
négatif cette expérience nous démontre toutefois que cette lignée reconnaît le peptide 101-
120 du TGF-Œ présenté par le CMH de classe II HLA-DR.
a) Essai de reconnaissance des lignées de lymphocytes
T stimulées avec les différents peptides du TGf-a.
100
— peptïde contrôle
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b) Essai de reconnaissance de la lignée 101-120
avec des anticorps bloquant la présentation
du peptide.
Epeptide contrôle
•
peptide dintérét
Figure 18: Les TIIC du patient #19 sont spécifiques pour lepeptide 101-120 du TGF-a
a) Des PBMC ont été stimulées avec des peptides ou la protéine mature du TGF-Œ, puis la
reconnaissance a été évaluée sur la base de sécrétion d’IfN-y en ELISPOT. La flèche
rouge indique une lignée de lymphocytes T positive.
b) La lignée positive dans le schéma a) (lignée 101-120) a été davantage caractérisée en
bloquant la présentation du peptide 101-120 à l’aide d’anticorps boquant. La
reconnaissance du peptide 101-120 par cette lignée de lymphocytes T est bloquée par les
anticorps bloquant le CMH de classe II et le CMH de classe II HLA-DR.
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De plus, une lignée spécifique au peptide 7 1-90 du TGF-a. a été produite à partir
des TIIC du patient #20 et des lignées spécifiques aux peptides 71-90, 101-120 et 111-130
ont été produites à partir des TITC du patient #21. Ces lignées spécifiques n’ont pas pu être
caractérisées davantage dû à leur durée de vie limitée in vitro, mais les résultats démontrent
toutefois qu’il y a des lymphocytes T spécifiques pour le TGf-Œ parmi les TIIC des RCC.
3.3.2 Recherche de lymphocyts•T spécifiques pour le TGF-Œ parmi les TIIC, suite à
leur culture selon le protocole de REP
Les tumeurs de 15 patients atteints de RCC ont été homogénéisées, les TIIC ont été
extraites par gradient, puis mises en culture selon le protocole REP, afin de favoriser la
prolifération non spécifique des lymphocytes T (figure 8b). Les quelques centaines de
milliers de TIIC ont alors proliféré pendant 2-4 semaines pour donner plusieurs dizaines de
millions de lymphocytes T (% de cellules CD3 = 40-99%, moyenne = 86%, n =12). C’est
alors à partir de ces cellules que nous avons recherché la présence de lymphocytes T
spécifiques pour le TGf-Œ. Lors de l’essai de reconnaissance, les lymphocytes T sont co
cultivés avec des CPA chargées avec un des peptides du TGF-a et avec des CPA chargées
avec un peptide contrôle, soit le peptide gplOO[70190. Nous avons évalué la sécrétion
d’IfN-y par ELISPOT ou ELISA et la sécrétion de GM-CSF par ELISA. Tel que décrit
dans la section précédente, les lymphocytes T doivent avoir sécrété deux fois plus d’IfN-y
que le contrôle négatif pour être considérés comme positifs.
Des 15 patients analysés, 6 patients semblent avoir des lymphocytes T reconnaissant
un ou plusieurs peptides du TGf-Œ (tableau V). Cependant, ces résultats sont difficiles à
reproduire, puisque le protocole de REP stimule les lymphocytes T de façon non
spécifique, donc d’un essai de reconnaissance à l’autre, la diversité des lymphocytes T
varie beaucoup. Aucune corrélation n’a pu être établie entre la présence de lymphocytes T
spécifiques et le niveau d’expression du TGf-Œ par les cellules tumorales du même patient.
Même si ces résultats n’ont pas pu être caractérisés davantage, ils démontrent toutefois
qu’il y a présence de lymphocytes T spécifiques pour le TGf-Œ au site de la tumeur. En
conclusion, le fait que ces tumeurs prolifèrent en présence de lymphocytes T spécifiques
pour le TGF-Œ, laisse croire que ces lymphocytes T sont soient tolérants ou anergiques.
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Peptides du TGF-Œ Protéine
Patients 71-90 81-100 91-110 101-120 111-130 121-140 131-150 141-160 TGF-alpha
Tableau V. RécapituÏatfdes patients pour lesquels des lymphocytes T spécflques pour le
TGf-a ont été identifiés, parmi les TIIC cultivées selon le protocole de REF.
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3.3.3 Recherche de lymphocytes T périphériques spécifiques pour le TGF-Œ
Les PBMC ont été enrichies du sang périphérique par centrifugation, puis stimulées
in vitro deux fois avec les peptides synthétiques ou la protéine mature du TGF-Œ (figure
$c). Après 16-27 jours de prolifération, nous avons évalué la présence de lymphocytes T
spécifiques pour le TGF-Œ sur’ la base de sécrétion d’IfN-y par ELISPOT et de GM-CSF
par ELISA, en co-cultivant chacure- des lignées de lymphocytes T avec des CPA
autologues chargées avec le peptide d’intérêt (le peptide avec lequel la lignée a été
stimulée) et avec des CPA chargées avec un peptide contrôle, donc un autre peptide du
TGF-a avec lequel la lignée n’a pas été stimulée. Dans le cas des patients #l et #2, des
CPA non chargées ont servi de contrôle négatif. Les critères pour considérer une lignée
comme étant positive sont les mêmes que décrits dans les sections précédentes.
Des lymphocytes T spécifiques pour le TGF-Œ ont été recherchés parmi les PBMC
de huit patients. Chez tous les patients, des lignées de lymphocytes T périphériques
spécifiques pour au moins un des peptides ou la protéine mature du TGF-Œ ont été
identifiées (tableau VI), et quelques-unes d’entre elles ont été caractérisées davantage.
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1
2
4
7
8
13
14
22
0/$ 4/5 2/$ - - 4/8
1/8 2/8 7/8 - - 0/8
0/8 0/8 1/8 0/8 2/8 0/8
0/8 0/8 3/8 1/8 1/8 0/8
2/8 0/$ 0/$ 0/8 0/8 3/8
0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
1/5 0/5 0/5 0/5 2/5 0/5
5/8 7/8 3/8
01$ 5/8 2/8
0/8 01$ 1/8
1/8 2/8 2/8
0/8 0/8 0/8
0/5 0/5 4/5
0/5 1/4 0/5
1/5 2/5 0/5
Tableau VI: Récapitulafifdes patients pour lesquels des lymphocytes Tpériphériques
spécifiques pour le TGF-a ont été identifiés.
Les résultats sont présentés sous forme du «nombre de lignées positives/nombre de lignées
stimulées ». Les lignées positives sont en rouge.
Patient #
81- 91- 101- 111- 121- 131- 141- TGF
100 110 120 130 140 150 160 Œ
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Tel que présenté au tableau VI, des lymphocytes T dci patient #1 reconnaissent
plusieurs peptides du TGF-Œ. La figure 19a et b montre un exemple, soit les lignées
stimulées avec le peptide 13 1-150 du TGf-u. Plusieurs spécificités ont été petdues au fil
des passages et des re-stimulations, mais les lignées 131-1503 et 131-150F ont été
caractérisées davantage (figure 19e). Avec des anticorps bloquant les CMH de classe I, les
CMH de classe II ou les CMH’de classe II HLA-DR, nous avons tenté de déterminer par
quel CMH le peptide 13 1-150 du TGF-a. est présenté. De façon surprenante, la
reconnaissance du peptide par la lignée a été bloquée par les trois anticorps bloquants
(figure 19d). DcL fait au nombre limité de CD4O-B disponibles, nous avons vérifié si les
lymphocytes T étaient capables de se présenter le peptide entre eux, puisqu’il est connu que
les lymphocytes T activés expriment les molécules du CMH de classe II. Ainsi, nous avons
vérifié que les lymphocytes T sont capables de se présenter le peptide 13 1-150 entre ecix
(figure 19d). Une fois que nous avons démontré qct’ctne lignée de lymphocytes T peut
reconnaître un peptide synthétique dérivé du TGF-Œ, il est important de démontrer que ce
peptide peut être généré de façon naturelle lors de la dégradation de la protéine en peptides
à l’intérieur des compartiments du CMH de classe II. Nous avons donc chargé des CD4O-B
avec du lysat tumoral autologue, du lysat tumoral allogénique, du lysat des lignées de
cancer du rein 786-0 et WT-7, ainsi que du lysat dci rein sain allogénique et dci lysat de la
lignée HeLa comme contrôle négatif Cependant, aucun des lysats n’a été reconnu (figure
19d) et plusieurs facteurs peuvent expliquer pourquoi. D’abord, il est possible que le lysat
tumoral autologue ou le lysat des lignées tumorales contiennent trop peu de TGF-Œ ou que
ce dernier soit dégradé par les protéases présentes dans le sérum humain utilisé pour co
cultiver les lymphocytes T et les CPA. Il est également possible que les CD4O-B ne soient
pas aussi efficaces que les cellules dendritiques pour dégrader le TGF-ct et présenter les
peptides. f inalement, le peptide 131-150 du TGf-Œ n’est peut-être pas généré de façon
naturelle lors de la dégradation de la protéine en peptides par le protéasome ou il ne se lie
peut-être pas aux molécules de classe II du CMH avec une assez grande affinité.
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figure 19: Des lymphocytes Tdu patient #1 reconnaissent lepeptide 131-150 du TGf-a
Sécrétion a) d’WN-y en ELISPOT, b) de GM-C$f en ELISA, des huit lignées (A-H)
stimulées avec le peptide 13 1-150 du TGf-Œ, lors du premier essai de reconnaissance. Les
flèches rouges indiquent les lignées positives.
c) Sécrétion d’IfN-y en ELISA des lignées 131-150B et 131-150F, suite au protocole de
REP.
d) Caractérisation de la lignée 131-150f sur la base de sécrétion U’ IfN-y en ELISA.
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En conclusion, à partir des PBMC de différents patients,j’ai établi plusieurs lignées
de lymphocytes T spécifiques pour, certains peptides du TGf-u. finalement, les lignées de
lymphocytes T du patient #8 sont celles qui ont été caractérisées le plus.
3.3.4 Caractérisation d3un clone de lymphocytes T périphériques spécifique au
peptide 121-140 du TGf-Œ
Lors du premier essai de reconnaissance des lignées du patient #8, trois lignées
stimulées avec le peptide 71-90 et deux lignées stimulées avec le peptide 121-140 ont été
considérées positives (figure 20a et b). La lignée 121-140E a ensuite été enrichie sur
colonne magnétique à l’aide du « IfN-y Secretion Assay cell enrichment and detection kit»
(figure 20c). Nous avons par la suite démontré, à l’aide des anticorps bloquant, que cette
lignée reconnaît le peptide 12 1-140 présenté par le CMH de classe 11 HLA-DR et que cette
reconnaissance est spécifique au HLA-DR du patient #8, puisque la lignée ne reconnaît pas
le peptide présenté par des CD4O-B allogéniques (figure 20d et e). Un typage à haute
résolution du HLA-DR du patient #8, a révélé que ce patient a un allèle HLA-DRf3 1*0402
et un allèle HLA_DRI3I* 1305. La lignée de lymphocytes T a ensuite été cultivée selon le
protocole de REP, afin de la caractériser davantage. Nous avons d’abord procédé à un essai
de reconnaissance avec des CD4O-B ou EBV-B allogéniques possédant un allèle HLA-DR
se rapprochant à un des allèles du patient #8. Puisque tous les allèles HLADRl31*04 par
exemple, ont une séquence très semblable, le peptide 121-140 peut potentiellement être
présenté par le CMH de classe II HLADRp1*0402 et HLADRl3l*0401. Les CD4O-B ou
EBV-B suivants étaient disponibles dans notre laboratoire: HLADRf31*030l *0401,
HLADRf31*04011*070l, HLADRF3l*03*04, HLADRf3Ï*04*13, HLADRf3l*03*l3 et
HLADR31*0701*l301. Cependant, la lignée 121-140E n’a pas reconnu le peptide
présenté par ces CD4O-B ou EBV-B allogéniques.
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figure 20: Caractérisation de lymphocytes Tspécfiques pour lepeptide 121-140 du TGf
a
Sécrétion a) d’IFN-y en ELISPOT et b) de GM-CSf en ELISA, par les huit lignées (A-H)
stimulées avec le peptide 121-140 du TGf-Œ. Les flèches rouges indiquent les lignées
positives.
c) Dot plot CD3/IFN-y. À gauche: la lignée 12 1-140E est stimulée avec le peptide contrôle
et seulement 0,41% des cellules CD3 sécrètent de Y’IfN-y. À droite : la lignée 121-140E
est stimulée avec le peptide 121-140 et 6,9% des cellules CD3 sécrètent de l’IFN-y. Ces
cellules sont alors passées sur une colonne magnétique afm d’enrichir celles qui sécrètent
de l’IfN-y, donc les cellules spécifiques.
Sécrétion cl) d’IfN-y en ELISPOT et e) de GM-CSf en ELISA par la lignée 121-140E
enrichie.
A B C D E F G H
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Nous avons ensuite fait un clonage par dilution limite, afin d’isoler un clone de
lymphocytes T spécifique pour le peptide 121-140 du TGF-a. À partir des 76 clones
obtenus, 72 clones (94.5%) étaient spécifiques pour le peptide 121-140 du TGF-a (figure
21a). Afin de déterminer par quel allèle le peptide 121-140 est présenté, nous avons cloné
les gènes HLADRf31*0402 ou HLADRp1* 1305 dans le vecteur d’expression pcDNA3.l.
Les vecteurs pcDNA3.1 /HLA-DRf3 1*0402, pcDNA3. I /HLA-DRf3 1*1305 ou
pcDNA3.1/GFP ont été transfectés ou hucléofectés dans des CD4O-B allogéniques ou des
cellules HEK-293T exprimant HLADRp1*0401 ou HLADRf31*0l01, donc qui expriment
toutes les protéines nécessaires à la présentation de peptides par les molécules du CMH de
classe II. Les cellules ont été soit chargées avec le peptide 12 1-140, ou soit co-transfectées
avec le plasmide pcDNA3.1/TGf-a, afin de démontrer que le peptide peut être généré de
façon naturelle à partir de la protéine (figure 2 lb). À l’heure actuelle, on ignore encore si
les CMH de classe II sont capales de présenter le TGf-u endogène. Cependant, nous avons
quand même tenté l’expérience. Les résultats obtenus ne nous ont pas permis de
déterminer l’allèle qui présente le peptide 121-140, mais nous avons quand même isolé un
clone de lymphocytes T spécifique pour le peptide 121-140 du TGf-u présenté par les
molécules du CMH de classe II HLA-DR. De plus, afin de démontrer que notre clone de
lymphocytes T reconnaît le peptide 121-140 du TGf-Œ et non une contamination
quelconque, nous avons fait resynthétiser le peptide par une autre compagnie. La figure
21e démontre que le clone reconnaît le nouveau peptide 121-140 et que cette
reconnaissance est dépendante de la concentration du peptide. Ces résultats seront
davantage discutés dans la section discussion.
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-pcDNA3. l/HLA-DR1 *0402
-pcDNA3.1/HCA-DRI *1305
-pcDNA3.l/GFP
V
Jour 2 Charger avec peptide 121-140 Iransfection ou nucléofection
ou peptide contrôle -pcDNA3. I /HLA-DRf3I *0402 + pcDNA3. I /TGF-Œ
-pcDNA3. l/HLA-DR I * 1305 ± pcDNA3. I/TGF-Œ
-pcDNA3. I/GFP + pcDNA3. l/TGF-u
_* A
Jour 3 Essai de reconnaissance
Figure 2]: Isolement d’un clone spécflquepoïtr lepeptide 121-140 dii TGF-a
a) Sécrétion d’IFN-y par ELISA de 8 des 76 clones obtenus suite au clonage par dilution
limite de la lignée de lymphocytes T 12 1-140E. Des huit clones montrés, seul le clone 25B
n’est pas positif. Il est à noter que le nombre de lymphocytes T utilisé pour l’essai de
reconnaissance n’est pas connu, donc la sécrétion d’IFN-’y ne peut pas être comparée entre
les différents clones. Sur l’axe des abscisses, les clones nommés 25, $ ou 2 signifie qu’ils
proviennent d’un puits qui avait initialement 25, $ ou 2 cellules de la lignée.
b) Plan expérimental pour déterminer l’allèle qui présente le peptide 12 1-140.
c) Sécrétion d’IFN-y par ELISA du clone 121-140 qui reconnaît le peptide synthétisé par
une deuxième compagnie.
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En conclusion, j’ai établi plusieurs lignées et même un clone de lymphocytes T
spécifiques pour certains peptides du TGF-Œ présentés à la surface des CPA par
l’intermédiaire des molécules du CMH. Certaines de ces lignées ont été établies à partir
des PBMC de patients atteints de RCC, alors que d’autres ont été établies à partir des TIIC
infiltrant les RCC. Nous avons dmontré que le TGf-u est une protéine immunogénique,
donc qu’il est un AT valide pour les RCC.
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CHAPITRE 4: DISCUSSSION
4.1 Sommaire des résultats
Les patients atteints de carcinomes du rein (RCC) ont accès à un nombre limité de
traitements et il n’existe présntement aucun traitement efficace pour traiter les cas
métastatiques. Beaucoup d’efforts çnt été déployés pour développer de noctvelles
immunothérapies qui consistent à stimt.iler le système immunitaire à cibler et éliminer les
cellules tumorales. Cependant, très peu de patients ont eu une réponse complète objective
et ceci est peut-&re dû à des effets immunosuppresseurs médiés par les tumeurs.
Lors de mon projet de maîtrise, je me suis donc intéressée à l’identification des
différentes populations de TIIC qui infiltrent les RCC, ainsi qu’à la caractérisation du
phénotype et du stade d’activation des lymphocytes T parmi les TIIC. Nous avons
démontré que les RCC sont infiltrés par des lymphocytes T et que le ratio CD3CD4CD8
/CD3CD4CD8 est plus faible parmi les TIIC que parmi les PBMC. Nous avons
également démontré qu’un plus grand nombre de lymphocytes T parmi les TIIC ont un
phénotype mémoire et expriment certains marqueurs d’activation. finalement, en plcis des
lymphocytes T CD3CD4CD8 et CD3CD4CD$, les RCC sont infiltrés par une
population de lymphocytes T CD4CD8, une population de cellules CD3CD4CD8, ainsi
que deux populations distinctes de cellules NK.
De plus, parmi les différentes immunothérapies utilisées pour traiter les RCC, très
peu d’essais cliniques à base d’AT spécifiques pour les RCC ont été effectués. Étant donné
que le TGF-Œ est sur-exprimé dans les VHL’RCC et qu’il est absent ou faiblement exprimé
dans les tissus normaux vitaux de l’organisme, le deuxième volet de mon projet de maîtrise
a été de démontrer que le TGF-a est un AT valide pour les VHLRCC. Nous avons donc
confirmé que le TGF-Œ est sur-exprimé dans un grand nombre de RCC en comparaison
avec le tissu sain du rein autologue. Nous avons également confirmé l’absence ou la faible
expression du TGF-Œ dans plusieurs tissus normaux importants de l’organisme.
Finalement, nous avons démontré que le TGF-Œ semble être une protéine immunogénique,
c’est-à-dire qu’il est capable d’être reconnu par des lymphocytes T spécifiques in vitro.
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Nous avons même potentiellement identifié un épitope du TGf-cL pouvant être présenté
par les molécules du CMH de classe II et être reconnu par un clone de lymphocytes T
périphériques CD4.
4.2 Étude des populations de cellules immunitaires qui infiltrent les RCC
4.2.1 Phénotype des lymphocyteT
Nous avons d’abord observé que le ratio CD3CD4CD$7CD3CD4CD8 est plus
faible parmi les TIIC que les PBMC, ce qui suggère que les lymphocytes T CD8 ont
préférentiellement migré au site de la tumeur ou proliféré in situ après leur migration dans
la tumeur. En effet, dans les RCC, il a déjà été démontré qu’il semble y avoir une
expansion clonate de lymphocytes T qui pourraient être spécifiques à la tumeur et ainsi
participer à la réponse immunitaire anti-tumorale96’97.
Le pourcentage de lymphocytes T CD4CD45RA et CD8CD45RA est plus élevé
parmi les PBMC que les TIIC, alors que le pourcentage de lymphocytes T CD4CD45RO
et CD8CD45RO est plus élevé parmi les TIIC que les PBMC. Ceci suggère qu’un plus
grand nombre de TIIC ont un phénotype mémoire. En ce qui concerne d’autres marqueurs
de phénotype naïf, soit le CD62L et le CCR7, ils sont exprimés en moyenne chez moins de
25% des lymphocytes T CD4 et CD8 parmi les TIIC. Parmi les PBMC, chez 7/8 patients
étudiés, plus de 30% des lymphocytes T CD4 expriment le CCR7 et/ou CD62L, alors que
moins de 30% des lymphocytes T CD8 expriment ces deux marqueurs (voir figure 10; p =
0,004). Ces résultats démontrent qu’un plus grand nombre de lymphocytes T CD$ parmi
les PBMC de patients atteints de RCC ont un phénotype mémoire comparativement aux
lymphocytes T CD4 de ces mêmes patients et comparativement aux lymphocytes T CD8
de donneurs normaux (% CD8CCRT4 = 46%250 et 60%251).
f inalement, nous avons étudié l’expression de deux marqueurs d’activation, soit le
HLA-DR et le CD25, qui apparaissent à la surface des lymphocytes T à différents stades
d’activation. Chez les patients de notre étude atteints de RCC, le pourcentage de
lymphocytes T CD3HLA-DR est remarquablement élevé parmi les TIIC
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comparativement aux PBMC, alors que les pourcentages de lymphocytes T CD4CD25
et CD8CD25 sont faibles parmi les TIIC. Ces observations sont en accord avec une autre
étude portant sur les TIIC des RCC99. Étant donné que l’expression du HLA-DR survient
plus tard que celle du CD25 et persiste plus longtemps à la surface des lymphocytes T252’253,
les résultats que nous avons obtenus laissent croire que les lymphocytes T parmi les TIIC
sont à un stade d’activation tardif. Une autre explication possible est que l’activation
chronique des lymphocytes T dans un’environnement déficient en IL-2 entraîne une baisse
de l’expression du CD25, mais n’affecte pas l’expression du HLA-DR21. Une autre
explication pour la forte expression du HLA-DR et la faible expression dci CD25 parmi les
TIIC des RCC, est que l’expression du CD25 peut être inhibée par l’IL-10255’256. Il a déjà
été démontré que l’IL-lO n’est pas sécrétée par les cellules tumorales de RCC, mais qu’elle
est détectée dans l’environnement tumoral, ce qui suppose qu’elle pourrait être sécrétée par
les cellules stromales ou immunitaires99’257’258. Par conséquent, la présence de l’IL-lO dans
l’environnement tumoral pourrait jouer un rôle dans la faible expression du CD25 et ainsi
supprimer la fonction des lymphocytes T parmi les TIIC.
Nous avons également observé des cellules et à un plus faible
+ highpourcentage des cellules CD8 CD25 parmi les TIIC et les PBMC. Les cellules
CD4+CD25h sont probablement des Treg, mais l’expression dct facteur de transcription
Foxp3 confirmerait l’infiltration de ce type de cellules dans la tumeur259261.
4.2.2 Caractérisation des autres populations cellulaires CD3
Les tumeurs RCC incluses dans notre étude sont caractérisées par une infiltration de
lymphocytes T CD4CD8. Des lymphocytes T immatures CD4CD8 sont normalement
retrouvés dans le thymus, mais des lymphocytes T matures CD4CD$ peuvent être
également retrouvés en faible pourcentage dans le sang périphérique de donneurs
26 + +
normaux - . En general, ces lymphocytes T matures CD4 CD8 extra-thymiques ne
possèdent pas de marqueurs thymiques et leur fréquence est augmentée dans le sang et dans
certains organes cibles de patients souffrant de maladies auto-immunes262. Le rôle précis
des lymphocytes T matures CD4CD8 n’est pas bien défini, mais les deux co-récepteurs
CD4 et CD$ semblent participer dans les fonctions de ces lymphocytes. En général,
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seulement 0,1% des donneurs normaux possèdent> 6 ¾ de cellules CD4CD8 parmi
leur PBMC263, alors que parmi les 9 RCC étudiés, 4 d’entre euX sont infiltrés par> 6 % de
cellules CD4CD8. Ceci suppose que les cellules CD4CD8 ont une infiltration
préférentielle ou une expansion in situ au niveau de la tumeur et elles jouent
potentiellement un rôle au niveau de la réponse immunitaire anti-tumorale.
De plus, une population de celtules CD3CD4CD8 a été identifiée parmi les TIIC
infiltrant les 9 RCC étudiés. Cette population pourrait être des cellules NKT qui expriment
le CD3 et d’autres marqueurs spécifiques aux cellules NK. Les NKT ont un répertoire du
TCR extrêmement restreint, composé d’une chaîne invariante VŒ24-JŒQ
préférentiellement assemblée avec une chaîne VJ31 1264265. Les cellules CD3CD4CD8
identifiées parmi les TIIC pourraient également être des lymphocytes T dont le TCR est
composé des chaînes yô. En effet, parmi les TIIC des patients #34, #35 et #38, nous avons
observé 0,7%, 1,7% et 1,1% de lymphocytes T CD3TCRyô, respectivement (résultats non
présentés). En général, les lymphocytes T yô ne représentent qu’un faible pourcentage des
lymphocytes T parmi les PBMC, mais leur présence a été démontrée parmi les TIIC
infiltrant les RCC99’266. Les cellules CD3CD4CD8 observées parmi les TIIC pourraient
donc être impliquées dans l’élimination des cellules tumorales.
4.2.3 Caractérisation des autres leucocytes
Tels que démontré par d’autres études, les RCC sont caractérisés par une infiltration
de cellules NK CD5 6dmCD 1 6CD3 et CD5 6briht1 6CD398’104”° comparativement à
d’autres types de cancer100. Dans les PBMC de donneurs normaux, il y a en moyenne neuf
fois plus de cellules CD56d1mCD16+CD3 que de cellules
Cependant, dans notre étude, le ratio est de 28,6
parmi les PBMC de patients atteints de RCC, ce qui est en désaccord avec d’autres études
qui ont démontré que ce ratio est semblable chez des patients atteints de RCC et des
donneurs 05,269 De plus, le ratio CD5 6mCD 1 6CD37CD5 6bciht1 6CD3 est
de 2,7 parmi les TIIC infiltrant les RCC inclus dans notre étude et le pourcentage de NK
CD56tCD16CD3 est plus élevé dans les TIIC que les PBMC pour les 6 patients
étudiés, ce qui démontre qu’il y a une infiltration préférentielle ou une prolifération in situ
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des NK dans l’environnement des RCC. Les cellules NK
CD5 6bright 1 6CD3 peuvent sécréter diverses cytokines i mmuno-modulatrices comme
l’IfN-y et le TNF-Œ. Ces cytokines sont importantes pour la maturation des cellules
dendritiques et l’induction subséquente de la réponse immunitaire à médiation cellulaire270.
Cette sous-population de cellules NK est donc potentiellement importante pour l’obtention
d’une réponse anti-tumorale à médiation cellulaire.
4.2.4 Signification de l’infiltration des TIIC dans les RCC
Nous avons démontré que les RCC sont infiltrés par diverses populations de cellules
immunitaires, dont des lymphocytes T mémoires et activés. Alors pourquoi ces cellules
immunitaires ne sont-elles pas capables d’éliminer les tumeurs? Les différences
significatives que nous avons démontrées entre le profil des TIIC et des PBMC suggèrent
que les TIIC ont infiltré les tumeurs parce qu’elles ont reçu des signaux chimiotactiques de
la part des cellules tumorales. Ceci laisse croire que les TIIC sont présentes au site de la
tumeur dans le but d’accomplir leur tâche, soit l’élimination des cellules anormales ou
étrangères.
Une des hypothèse qui expliquerait la croissance des tumeurs malgré la présence
des TIIC, serait que les TIIC seraient fonctionnelles, mais pas suffisamment nombreuses
pour contrôler la croissance rapide des tumeurs. En effet, les hIC pourraient éliminer un
certain nombre de cellules tumorales et réussissent à ralentir la progression tumorale et la
formation de métastases, mais pas suffisamment pour éliminer les tumeurs entières.
Une autre possibilité serait que les tumeurs disposeraient de mécanismes pour
échapper aux TIIC. En effet, plusieurs mécanismes permettant aux tumeurs d’échapper à
l’action du système immunitaire ont été identifiés. Parmi ces mécanismes, il y a la
diminution de l’expression des molécules du CMH de classe I et ii, la sélection naturelle
des cellules tumorales réfractaires au système immunitaire271, la sécrétion de facteurs
inhibiteurs tels que le TGF-3 et IL-10, par les tumeurs ou les cellules NKT56, ainsi que
l’absence de signaux de co-activation sur les CPA entraînant l’anergie des lymphocytes T6.
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Il est donc possible qu’un ou plusieurs de ces mécanismes favorisent la croissance des
RCC plutôt que leur élimination par les TIIC.
4.3 Profil d’expression du TGf-Œ
Parmi les AT des RCC ?identifiés jusqu’à présent, plusieurs ne sont exprimés que
dans un faible pourcentage de RCC, alors que d’autres sont également exprimés dans
certains tissus normaux, d’où l’importance d’identifier de meilleurs AT. Au cours de mon
projet de maîtrise, nous avons démontré que le TGF-Œ est sur-exprimé de façon
significative dans le cancer du rein par rapport au tissu sain du rein autologue. En effet,
14/23 (61%) tumeurs expriment au moins trois fois plus de TGF-Œ que le tissu normal
autologue et parmi les 9 tumeurs qui ne sur-expriment pas le TGf-Œ, 5 ne sont pas de type
CCRCC. Nous avons démontré que le TGF-Œ est plus fortement exprimé dans les tctmeurs
de type CCRCC comparativement aux autres types de RCC. De plus, le TGF-Œ est sur-
exprimé dans 13/17 (77%) CCRCC comparativement au tissu sain du rein autologue. De
plus, le TGF-Œ est sur-exprimé de 3 à 215 fois plus (moyenne 21) dans les CCRCC que
dans les tissus sains du rein autologue. Les 4 CCRCC qui ne sur-expriment pas le TGf-a
peuvent s’être développés suite à des mutations somatiques survenues dans d’autres gènes
que le VHL. Les résultats que nous avons obtenus sont en accord avec d’autres études qui
ont démontré la sur-expression du TGf-Œ dans les RCC162’65’195, mais nous avons
démontré pour la première fois une différence significative entre les CCRCC et les autres
types de tumeurs. De plus, aucune corrélation n’a pu être établie entre l’expression dti
TGF-a et la taille ou le stade des tumeurs dans notre étude, ce qui est en accord avec
d’autres études’62’164”65”95,mais en désaccord avec une étude publié par Petrides et aï.’63.
De plus, il a été démontré que le HIF-2a, le facteur de transcription du TGf-Œ dans les
VHLRCC, est exprimé dans des îlots multicellulaires pré-malins au niveau du néphron
suite à la perte de fonction du pVHL’56’58, donc il serait possible que le TGF-a. soit
également exprimé à ce stade pré-malin et qu’il persiste tout au long du développement des
VHLRCC.
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À partir de 20 échantillons, nous avons démontré que le TGF-Œ est absent ou
faiblement exprimé dans les tissus normaux vitaux. L’organe exprimant le plus haut niveau
du TGF-Œ est le rein et son expression est environ 22 fois plus faible que cette de la lignée
A498 (VHL’RCC). Ces résultats sont en accord avec d’autres études qui ont démontré que
le TGF-Œ est exprimé de façon fallÏe ou modeste dans certains tissus normaux, tels que le
cerveau185, les poumons186, les kératinocytes’88’91, les macrophages activés’93, le système
187 162-165 192digestif et les reins
4.4 Immunogénicité du TGF-Œ
Nous avons démontré que le TGF-Œ est sur-exprimé dans les CCRCC et qu’il est
absent ou faiblement exprimé dans les tissus normaux vitaux de l’organisme. Par contre,
afin de valider que le TGF-Œ est un AT pour les CCRCC, il est primordial de démontrer
son immunogénicité. À l’aide de stimulations in vitro avec des peptides dérivés du TGF-Œ,
nous avons d’abord identifié des lymphocytes T parmi les TIIC spécifiques pour certains
peptides du TGf-Œ, dont une lignée de lymphocytes T CD4 capable de reconnaître le
peptide 101-120 présenté par les molécules du CMH de classe 11 HLA-DR. Nous avons
également identifié chez le tiers des patients étudiés, des lymphocytes T, parmi les TIIC,
spécifiques pour certains peptides ou la protéine mature du TGF-Œ, suite à leur expansion
non spécifique selon le protocole de REP. Plusieurs études ont identifié des lymphocytes T
spécifiques pour divers AT parmi les TIIC infiltrant les tumeurs et plus particulièrement les
mélanomes272. Pour ce qui est des RCC, des lymphocytes T cytotoxiques spécifiques pour
des cellules RCC ont été identifiés parmi les TIIC de certains patients247249. Ici, nous
avons identifié des lymphocytes T spécifiques pour un AT particulier, soit le TGF-Œ.
À l’aide de stimulations in vitro avec des peptides dérivés du TGF-Œ, nous avons
également identifié des lymphocytes T périphériques spécifiques pour certains peptides oci
la protéine mature du TGf-Œ. Nous avons même réussi à isoler un clone de lymphocytes T
CD4 spécifique pour le peptide 12 1-140 du TGF-Œ présenté par les molécules du CMH de
classe II HLADRpl*0402 ou HLADRf3l* 1305. En clonant ces deux HLA-DR dans des
vecteurs d’expression, nous n’avons pas réussi à déterminer quel allèle présente le peptide
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121-140 du TGF-Œ et plusieurs facteurs peuvent expliquer pourquoi. D’abord, il n’a pas
été possible de confirmer la production des protéines HLADRf31*0402 et HLA
DRI31*1305 dans les cellules HEK-293T et CD4O-B par immuno-bavardage de type
Western ou cytométrie de flux dû à l’absence d’anticorps spécifiques disponibles sur le
marché. Étant donné que les cellulçs transfectées ou nucléofectées (HEK-293T transfectés
de façon stable avec HLADRf3l*040i ou HLADRI3l*0101, et CD4O-B) expriment le
HLA-DR endogène, un anticorps spécIfique pour toutes les molécules HLA-DR n’aurait
pas confirmé la production des protéines HLADRf31*0402 et HLADRf31*1305. De plus,
étant donné que seuls 3 allèles de la chaîne ci du HLA-DR ont été identifiés jusqu’à
présent273, seule la chaîne f3 du HLA-DR a été clonée dans le vecteur d’expression.
Cependant, il est possible que la chaîne f3 1*0402 ou f31* 1305 du HLA-DR s’associe avec
une chaîne ci différente de celle exprimée par les CD4O-B allogéniques ou HEK-293T qui
ont été transfectés ou nucléofectés avec les vecteurs exprimant le HLADRf3l*0402 ou
HLA_DRf31* 1305. f inalement, seule la chaîne f31 du HLA-DR a été clonée dans le vecteur
d’expression puisque ce locus est présent sur tout les haplotypes, mais il est possible que le
peptide 12 1-140 du TGF-ci soit présenté par la chaîne HLA-DRf33 ou f34 qui sont des locus
présents sur les haplotypes DR13 et DR4 respectivement274.
En résumé, nous avons démontré pour la première fois l’immunogénicité du TGf-ci
parmi les TIIC et les PBMC de patients atteints de RCC. Dans le futur, il serait intéressant
de vérifier si la fréquence de lymphocytes T spécifiques pour le TGF-ci est plus élevée chez
les patients atteints de RCC que chez des donneurs normaux,.
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4.5 Conclusions
En conclusion, les RCC sont infiltrés par différentes populations de cellules
immunitaires qui ont des phénotypes différents de ceux des PBMC. Cela démontre que les
cellules immunitaires reçoivent de signaux envoyés par les tumeurs et qu’elles sont en
mesure de migrer et d’infiltrer’ les tumeurs. Cependant, il est possible que le système
immunitaire n’est pas assez puissant.pour combattre la prolifération incontrôlée des
tumeurs ou encore que la tumeur utilise divers mécanismes qui inhibent les fonctions du
système immunitaire.
De plus, nous avons démontré que le TGf-Œ est un AT valide pour les CCRCC.
L’utilisation du TGf-Œ dans l’immunothérapie des CCRCC serait avantageux puisque la
perte de fonction du pVHL et la sur-expression subséquente du TGF-ct sont essentielles à la
survie des cellules VHL’RCC’66. La résistance à une immunothérapie dirigée contre le
TGF-Œ causée par la perte ou la diminution de son expression, est donc moins probable.
De plus, l’expression du TGF-Œ ne corrèle pas avec le stade ou la taille des tumeurs, ce qui
en fait un AT qui touche un grand nombre de patients.
4.6 Perspectives et potentiel d’exploitation
4.6.1 Effets immunosuppresseurs médiés par les tumeurs
Une meilleure caractérisation des TIIC qui infiltrent les RCC permet de mieux
comprendre les interactions entre les tumeurs et le système immunitaire. Nous avons
démontré que les RCC sont infiltrés par diverses cellules immunes, dont des lymphocytes T
activés et mémoires, ainsi que des cellules NK. Avec un plus grand nombre d’échantillons
de RCC, il serait possible d’établir des corrélations potentielles entre la composition et le
phénotype des TIIC et la taille, le grade et le stade des RCC. De plus, il serait très
intéressant d’étudier les mécanismes développés par les tumeurs qui leur permettent
d’échapper au système immunitaire, tels que la diminution de l’expression des CMH de
classe I et II, la sécrétion de cytokines qui inhibent les fonctions des lymphocytes T et
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l’absence de signaux co-activateurs par les CPA. Ces études nous permettraient de
développer des immunothérapies appropriées pour traiter les RCC.
4.6.2 Immunothérapie
La grande majorité des ,immunothérapies utilisées à ce jour pour traiter les RCC
stimulent le système immunitaire de façon non spécifique, tel que l’IL-26263 et l’IFN-Œ6769,
ou stimulent le système immunitaire à reconnaître un AT inconnu, tel que les cellules
dendritiques chargées avec du lysat tumoral84. Cependant, la découverte de plusieurs AT
exprimés par les tumeurs humaines a favorisé le développement d’immunothérapies qui
stimulent le système immunitaire à reconnaître des AT spécifiques275. Au cours de ma
maîtrise, nous avons démontré que le TGF-Œ est un AI valide pour les RCC, donc il serait
possible de l’exploiter lors de l’immunothérapie des RCC.
Dans le passé, des efforts ont été déployés pour développer des vaccins anti
cancéreux curatifs, basés sur des immunisations actives. Ces approches thérapeutiques sont
capables de générer des lymphocytes T spécifiques pour des AT, mais la régression des
tumeurs croissantes chez les patients traités avec les vaccins anti-cancéreux est sporadique
et rare276. Un article paru en 2004 a fait l’analyse de 1306 vaccins anti-cancéreux
administrés à 765 patients, dont près de la moitié qui ont été administrés au « Surgery
Brandi du NCI» entre 1995 et 2004277. Cet article a conclu que le taux de réponses
cliniques objectives, c’est-à-dire une diminution de >50% de la taille des tumeurs, est de
seulement 3.3%. Ce faible taux de réponses cliniques objectives ne signifie pas qu’il faut
abandonner l’immunothérapie anti-tumorale, mais plutôt qu’il faut utiliser des approches
alternatives.
Au cours des dernières années, une approche alternative d’immunothérapie anti-
tumorale a été développée pour traiter les patients atteints du mélanome. Ce traitement
consiste à isoler les TIL des patients, de les stimuler in vitro afin de générer des
lymphocytes T spécifiques pour des AT, puis de les administrer aux patients qui ont subi
une Iympho-déplétion. Une étude parue en 2004 a rapporté que 18/35 patients atteints d’un
mélanome métastatique ont eu une réponse clinique objective suite au transfert adoptif,
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dont 4 patients qui ont eu une réponse complète272. Ces résultats encourageant laissent
espérer qu’il serait possible d’appliquer ce traitement à d’autres types de cancer, comme par
exemple le transfert adoptif de lymphocytes T spécifiques pour le TGF-Œ à des patients
atteints de CCRCC. L’identification de nouveaux épitopes du TGF-Œ, notamment des
épitopes de classe I reconnus par ls lymphocytes T CD8, permettrait d’appliquer cette
nouvelle approche d’immunothérapie anti-tumorale dans le traitement des CCRCC.
Plusieurs facteurs peuvent expliquer pourquoi le transfert adoptif de lymphocytes T
spécifiques a un taux de succès plus élevé que plusieurs vaccins anti-cancéreux et pourqcioi
il a tant de potentiel. Premièrement, les lymphocytes T spécifiques pour des AT générés in
vitro peuvent être obtenus en grand nombre (plus de 1X101 I) et peuvent être sélectionnés in
vitro pour leur reconnaissance de grande avidité pour des AT278. De plus, les lymphocytes
T spécifiques administrés ont la capacité de survivre et de proliférer chez les patients
pendant plusieurs mois après le transfert adoptif279. Deuxièmement, les lymphocytes T
spécifiques peuvent être activés ex vivo et ensuite administrés aux patients, de façon à ce
que ces lymphocytes possèdent déjà les capacités pour sécréter des cytokines immuno
régulatrices ou pour lyser les cellules tumorales. Finalement, les patients subissent une
lympho-déplétion avant le transfert adoptif, afin d’éliminer les Treg et les lymphocytes T
qui entre en compétition avec les cellules transférées pour des cytokines homéostatiques
telles que l’IL-7 et l’IL-15280’281. Il y a eu une étude qui a envisagé le transfert adoptif de
PBMC activées ex vivo, mais aucune réponse clinique objective n’a été observée chez les 9
patients traités282.
D’autres approches alternatives pourraient également contribuer à augmenter
l’efficacité de l’immunothérapie anti-tumorale, basé sur le transfert adoptif de lymphocytes
T spécifiques au TGF-Œ. D’abord, la majorité des vaccins anti-tumoraux développés à date
se sont concentrés sur la stimulation des lymphocytes T CD8 CTL. Cependant, plusieurs
études ont démontré que les lymphocytes T CD4 jouent un rôle important dans la réponse
immunitaire anti-tumorale283285. En effet, la sous-population TRi des lymphocytes T CD4
est essentielle à la persistance, mais pas l’induction, des CTL286288. Ceci est d’autant plcts
important dans les cas de maladies chroniques comme le cancer où une réponse
immunitaire faible mais soutenue serait peut-être plus bénéfique qu’une réponse forte mais
102
de courte durée. De plus, la sécrétion de cytokines, comme l’IfN-y, par les
lymphocytes T CD4 entraîne une augmentation de l’expression des CMH de classe I par
les cellules tumorales, les rendant plus sensibles à la lyse médiée par les CTL. L’IFN-y
sécrété par les lymphocytes T CD4 a également la capacité de stimuler la réponse
immunitaire innée et d’inhiber l’angiogénèse locale. Par conséquent, les traitements futurs
devraient viser à stimuler à la fois les iymphocytes T CD$ et CD4 spécifiques pour le
TGF-Œ. Finalement, inhiber les mécanismes de tolérance périphérique pourrait augmenter
l’efficacité des immunothérapies anti-tumorales. Cette approche consiste à éliminer les
Treg, à inhiber la fonction de certaines molécules co-stimulatrices, telles que le «cytotoxic
T lymhocyte antigen 4» (CTLA-4)28929’ et le «programmed ceÏÏ death 1» (PDÏ)292 qui
envoient des signaux négatifs aux lymphocytes T, ou à interférer avec l’action de certaines
molécules immunosuppressives produites par les cellules tumorales, telles que le TGF-.
Au cours de mon projet de maîtrise, nous avons démontré que le TGf-u est un AT
valide pour les CCRCC. L’identification de nouveaux épitopes du TGF-Œ, notamment des
épitopes de classe I reconnus par les lymphocytes T CD$, permettrait d’appliquer les
nouvelles approches d’immunothérapie anti-tumorale dans le traitement des CCRCC.
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